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1..紫外線
l)U V A: ultra violet- A(320 - 400n m)
2)UV B: ultra violeトB(2 8 0- 320 n m)
3)UVC: uttr a vio]et-C(-190 - 2 80n m)
2. 過酸化脂質 ､ 脂質 ､ 過酸化物
l)PC:pho sphatidy[cholin e
2)P C O O H:pho sphatidylcholin ehydr ope r o xide
3)P E:pho sphatidyletha n ola min e
4)PE O OH:pho sphatidy[etha n ola min ehydrope r o xide
5)S Q: squ ale n e
6)S Q O OH: squa]en e m o n ohydr ope r o xide
7)T BA-RS:2-thioba rbitu ric acidre a ctiv e s ubsta n c e s
8)トBuO OH:t-buty)hydrope r o xide
3. 紫外線吸収剤
1)DDS:2,2
'
-dihydro xy-4,4
'
-dim etho xybe n z ophe n o n e
15- s ulfo nic a cid
2)SaA:U V Bs u n s c r e e npr odu cts a mp一e A
3)St-D:Sta ndard s ample- D ofprote ctio nfa cto r of UVA(p- m etho xycin n a mic a cid2
-
ethy川 e xy] 3 %, 4
-I-butyI-4
'
- m etho xydibe n z oy[m ethan e5%)
4. 抗酸化剤
l)BHT:butylated hydro xytolu e n e
2)CA T C:(＋)- cate chin
3)His :histidin e
4)M A: m a n nito】
5)S O D: s upe ro xide dism uta s e
6)Sot: s o rbitoI
7)V C: a s c o rbic a cid
5. 試薬
1)D M S O:dim ethy[s ulfoxide
-2-
2)FA D:fJa vin ade nJ
'
n edin u c(e otide
3)F M N:f[a vin m o n o n u cle otide
4)HP:he m atopo rphyrin
5)lL:inte rle ukin
6)LD H:[a ctate dehydroge n a s e
7)8- M O P:8- m etho xy ps o ra[en
8)M T T:3-(4,5-dim ethylthia z oト2-yf)-2,5-diphe nyltetraZoliu mbr o mide
9)p -N P P: p - nitr ophe n olpho sphate
10)P巨s:phosphate buffe reds a=n e(pH 7.4)
l l)PGE2:Pr O Sta91a ndin E2
1 2)RF: ribof[abin
1 3)SDS: s odiu m dode cyls u[fate
6. 細胞
1)EPtSK[N: re c o n stitu ed epide r mis
2)NH E K(B): n o r m al hu m a nepide r miske ratin o cyte s
3)Skin
2T ”
:thr e e-dim e n sio n a[ c u[tu r ed hu m a n skin m odel
4)Vitro=fe - skin :gu n z ethr e e-dim e n sio n al c ultu redhu man skin m odel
7. そ の 他
1)CL-HP LC: che miJu min e s c e n c ehigh-peげo r m a n c eliquidchro m atography
2)HE:ha e m ato xylin a nd e o sin
3)SP F: s u nprote ctio nfacto r
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太 陽か ら放射さ れ る 紫外線 は 波長 の長 い もの か ら順 にultr a violeトA(320 - 4 00n m)
(UV A)､ ultr a violet- B(2 8 0- 32 0n m)(U V B)､
つ に分類 され る(Fi9.1)｡
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こ の うち ､■U V Cはオゾン層 に 吸収 され地表 に は届かず､ U V Aが地表に到達す る紫外線
の90%以 上 を占めて い る
')
0 U V Aより エ ネル ギ ー が高 いU VBは2 6 0n mに 吸収極大 を
も つ DN Aに 吸収 さ れ ､ ビリ ミ ジ ンダイ マ - を形成 して DNA損傷 を引き起 こす こ とが
知られ て い る
1-2)
｡ こ の 他 に 皮膚癌の 誘発
1-3)
､ 紅斑(s u nbur n)形成
4‾6)
､ 白 内障 の 誘発
7)
､
毛髪 の 強度低下8)､ 植物プ ラ ンク トン の 成長抑制1,9)､ 免疫抑制
10‾13)等 を起 こす こ とも報
告されて い る . 一 方 ､ こ れまでUVAはUV Bに比 べ て エ ネルギ ー が低い の で ､ 生体 ヘ の
影 響は小さ い と考え られ ､ 生体影 響 に関す る報告 はU V Bに比 べ 少なか っ た｡ しかし､
最近 の研究 に より ､ UV A照射に よ り細胞内カタラ ー ゼ活 性 の低下
14)
､ しわ の 形成
15)
､
メ ラ ニ ン色素の沈着
16)
､ 皮膚癌の 誘発
17･1 8)
､ 免疫抑制
19･2 0)等が起 こ る こ とが報告され ､
光老化 と の 関連21)が示唆さ れて い る ｡ こ れまでU V Aの影 響 の 評価 は上記 の 報告に もあ
る通 り ､ ラ ッ ト等 の 動物や ､ ヒ トを用 い て主に行わ れて きたが ､ 動物愛護 の観点か ら ､
そ の影 響 のI
r
n Vitr o評価法の 確立 が急務 とな っ て い る o
一 方 ､ そ の メ カ ニ ズム に 関 して はUV A単独 に よ る活性酸素生成 の 外 に ､ コ プ ロ ポル
フ ィ リ ン ､ へ マ トポル フ ィ リ ン(H P) 等の ポル フ ィ リ ン類 ､ リボ フ ラ ビン(RF)､ 葉酸 ､
プテ リ ン 等 の プテ リ ン類 ､ N A D H等 の 生体内光増感物質 を介した間接作用 の 生体影響
ヘ の 関与が注 目されて い る
22,2 3)も の の ､ 詳細は不 明で ある ｡
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光増感とは光が基質 に直接吸収される の で はなく ､ 基質以外 の 光増感物質 に吸収さ
れ ､ そ の 後 吸収 された光 エ ネ ルギ ー が基質 に伝達 さ れる過程 を言う . 光増感反応 は ､
主 として2つ の 経路 に 分類され
22･2 4)
､ TypeI反応 はUVに より基底状態か ら三 重項状態
に励起され た光増感 分子(S
3
)が電子移動や水素原子移動を伴 っ て基質 と直接反応し ､
最終的にス ー パ ー オキ シ ドア ニ オ ン ラジカル(02
- I
, 過酸化水素(H202)､ ヒ ドロ キシ ラ
ジカル(O H･)を生成す る も の で ある o 一 方 ､ TypeⅡ 反応 は励起された光増感分子がま
ず02と反応す る もの で ､ こ の 結果 ､ 一 重項酸素(
1
o2)(m ajo rlTypeⅡ)ある い は効率は
良くない が ス - パ ー オキ シ ドア ニ オ ン(02
‾
)が生成す る(min o rTypeⅡ)
22)(Fig.2)o しか
し ､ こ の よう に して発 生した
1
o2の 生体影響 に 関 して は ､ 光励起 によ っ て 発生した
1
o2
により ヘ ム ･ ポル フ ィ リ ン体生成の遺伝的障害をもつ患者がポル フ ィ リ ン 症を発症す
る
25)
こ とが報告 され て おり ､ また表 皮常在性菌 の アクネ菌が産生す るコ プロ ポル フ ィ
リシと表皮脂質の スクワ レ ン(S Q)の 混合物にUVAを照射 し､ ゲル マ ニ ウムホ トダイオ ー
ドア レイ を用 い で o2の 発 生 を確認 し ､ 更 に
1
o2発生量 に比例 して ス ク ワ レン過酸化物
が生成する こ と を示唆 した笠 らの 報告
26)等 がある もの の , 不 明な点 も多 い ｡
一 方 ､ 紫外 線等 の 酸化 ス ト レス によ っ て生成 した過酸化脂質 の 生体 へ の 影響も最近
注目されて い る ｡ 嘗滞 ら
27‾29)は健常 人の 血紫及び赤血球 の 膜脂質 の 主要構成成分 で あ
るホス フ ァ チ ジル コ リ ン(P C)､ ホス フ ァ チジル エ タノ ー ル ア ミ ン(P E)の 過酸化物の含
量を化学発光 - H PLC(C しH PL C)法 で測定し ､ 癌患者や高脂血症患者 ､ 老人性痴呆症
患者で は増加 す る こ と を報告して い る ｡ また ヒ トの 表皮脂質 の 約10 %を占め るS Qは
二重結合が多 い た め酸化されやすく ､ 河野 ら30)は他 の 表 皮脂質 に比 べ1o2との 反応性が
高い こ とか ら ､ S Qは ヒ ト表皮の酸化 の 第 一 の 夕 - ゲ ッ トで ある と報告して い る o
更 に河野 ら
31)はC しH P LC法に より ヒ ト皮膚中の S Qの 過酸化物の スタ ワ レン モ ノ ハ
イ ドロ ペ ル オキ シ ド(S Q O O H)含量を測定し ､ ア トピ ー 患者ある い は加齢 に より増加
する こ とを報告して い る ｡ ヒ ト の 皮膚にU V Aを照射す ると過酸化脂質が生成す るとの
報告32)があ る が過酸化脂質そ の も の の細胞毒性に つ い て は こ れまで水溶性で膜脂質の
過酸化剤で あるt- プチ ルハ イ ドロ ペ ル オキ シ ド(トBuO OH)を用 い た報告
33･叫 が大部分
である ｡ ま た免疫反応 の 指標 とな るサイ トカイ ン放出量 へ の 過酸化脂質の 影響 に関 し
て もほ とん ど報告がな い ｡
本研究で はU V A及 びUV Bの 生体影響及びそ の メカ ニ ズム を明らか に し ､ それ に基づ
い て 生体影響 のin vI
'
tr o評価法 に つ い て検討する こ とを目的 と した o そ の ために まず､
生体膜の 主要 な構成成分 で ある リ ン脂質 の 過酸化物 の フ ォ ス フ ァ チジ ル コ リ ンハ イ ド
ロ ペルオキ シ ド(P C O OH)､ フ ォ ス フ ァ チ ジル エ 夕 ノ
- ル アミ ン ハイ ドロ ペ ルオキシ
ド(PEO O H)に着目した ｡ 生体膜 モデル として良く用 い られ ､ 扱いや すく ､ 系が比較的
単純でメカ ニ ズム の解析が行い やすい ウサギ赤血球を用 い ､ 光増感物質存在下U V A
■を
照射し ､ 溶血率やP C O O H,.P E O O H含量等 を指標 としてU
VB照射時との 比較を行
い
35･3 6)
､ 基礎 的検討 を行 っ た (第Ⅰ章) 0
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次に , 皮 脂腺 より分泌され ､ ヒ ト表 皮の 酸化の 第 一 の タ ー ゲ ッ ト とされ るS Qの 過
酸化物 のSQO O H に着目した ｡ よ り生体 に近い3次元培養 ヒト皮膚モデル(S kin
2T ”
)を
用い ､ 光増感物質 で あ る へ マ トポル フ ィ リ ン(H P)存在下UVAを照射し､ 細胞毒性や
S Q O OH含量 ､ プロ ス タグラ ン ジンE2(P G E2)放出量等を指標 とし･ ､ 生体影 響 の 評価を
行 っ た
37,3 8)
0
更に各種抗酸化剤や紫外線防御剤の 影 響を検討した
38) (第Ⅱ章) a
そ して ､ そ の 結果細胞毒性 へ の 関与 が明らかにな っ たS Q O O Hそ の も の の 生体影響
及びそ の[
-
n v]
'
tr o評価 法 に つ い て検討を行 っ たo 正常 ヒト表皮角化細胞(N HE K(B))､ グ
ンゼ3次元培 養 ヒ ト皮膚 モデル(Vitrolife - Skin)にSQO O Hを添加 し, 細胞毒性やサイ ト
カイ ン放出量 ､ 細胞膜 中 の 過酸化脂質含量 ､ 細胞 の 形態学的変化等を指標 と して 検討
した
39)
｡ また各種抗酸化剤 の影 響を検 討 した (第Ⅲ章) 0
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第Ⅰ章
ウサギ赤血球に対するu V一 光増感の影響
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第Ⅰ章 第 一 節
UV A増感による溶血反応
u v A は単独 で はエ ネルギ ー が低く ､ そ の 影響 につ い て はU V B程 注目されて い なか っ
た｡ しか し ､ 近 年､ 8- メ トキ シ ソ ラ レ ン(8- MOP)や グリセ オフ ロ ビン
40)等の 光増感物
質が知られ るよう にな り ､ こ れらを介 した間接作用の 生体影響 へ の 関与が注目 され る
よう にな っ た ｡ 佐々 木 ら
40)はウサギ保存 血 に光増感物質 で あるリボ フ ラ ピン(RF)や フ
ラ ビンモ ノ ヌ ク レオチ ド(F M N)､ フ ラ ビン アデニ ンジ ヌ ク レオチ ド(FA D)を添加 し ,
UVA照射後 に溶血率が増加し ､ また窒素置換下で は 溶血率の 増加が抑制された こ と等
か らRF,FM N, FADのUVA照射 に よ っ て 生成す る
1
o2が溶血 に関与す る こ とを示唆 して
い るが ､ 詳細 は不 明な点が多い ｡
本章で は生体膜モデル として 良く用 い られ ､ 扱い やす い ウサギ赤血球 を用 い ､ 光 増
感物質存在下U V Aを照射 し ､ 溶血率を指標 と して 基礎 的検討を行 っ た ｡
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1-1-1 実験材料 と方法
(1)動物
ウサギ (日本白色雄性ウサギ : 体重約2 ふ3 kg) は 日本生物材料 セ ンタ ー より購入
Lf= o
(2)試薬
マ ン ニ ト ー ル(M A)及 びNaN3は関東化学より購入したo RFは和光純薬より購入した .
(3)溶血試験
35)
ウサギ耳静脈より採血 した血液 か ら赤血球を常法 に より分離し て0.8 5 %塩化ナ トリ
ウム含有10 m Mリ ン酸緩衝液(pH 7.4)で4回洗浄した後､ こ の 等 張緩衝液 で50 0倍に希
釈した ｡ こ の0.2%赤 血球懸濁液2 m は H Pある い はR Fリ ン酸緩衝液4 mlを外径3c mの
試料ピンに入れ ､ 室温下 でUV A(35 0-380 n m, m a x365 n m)を紫外線照射装置 (イ ー
グル 商事 (秩) 製紫外線均 一 照射光 源装置) を用い て 一 定時間照射 した . なお高さ18
c mから照射した時 の 平均照射強度(365n m)は7.0 m W/cm
2
(uvチ ェ ッ カ ー :イ ー グル
商事 (株) 製に て測定) で あ っ た ｡ 照射前後 に7 40 n mにお ける吸光度を測定し､ そ
の減少から溶血率 を求めた｡ 照射終了後の経過時間 の溶血 へ の影響をみ る際 はUVA照
射終了直後に溶血率を測定 した後､ 試料を室温 ある い は0 ℃で 暗所に放置して1 0分 ご
とに溶血率を測定した ｡
-1 0-
1-1-3 結果
(1)U V A照射 時間及び増感剤 の 濃度 の 影響
RF 60いM を用 n た時 の 照射終了直後 の 溶血率は照射時間が4 0分間まで は0%だ っ た
が､ 45分間 で は68 %､ 60分間 で は86.5 %と ､ 著しく値 が上昇 し､ 佐 々 木らの 報告40)と
ほぼ同様の 結果を得た ｡
そ こで 照射時間を45分間とし､ RF濃度 を変化 させ た と こ ろ ､ 3 0りMまで は0%で以
降は急激に値が 上昇し40LJM で2 0%､ 60LJMで6 8%に達 した｡
次にHP1 0LJMを用 い てU V Aを照射 した と こ ろ ､ 1 5分間照射時で 照射終了直後 の 溶
血率がほぼ1 0 0% に達した o そ こ で 照射時間を1 5分間 とし ､ H P濃度を0.5LJM から1 0
リMまで変化さ せ た と こ ろ ､ 2いM ま で はほ ぼo%で 以降は急激 に増加 し ､ 5いM で ほぼプ
ラト - に達して9 7%の 溶血率を示した(Fig. ト1-1)o
1 2 0
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M Pc o n c emtr a昔io m(pM)
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Fig･I ･ト1 He m olysis oず e ry伽 o cy紬 S by U V As en sitiz atio m with
hem atoporphyrm
■
Erythro cyte s w e r eirradiated with UV A(350-3 80n m)fo r15 min･
Hem olys IS W a sdete rminded im m ediately afterthe e nd ofirradiatio n･
Eachpointr epres e ntsthe mea n ofthree data･
UVA増感に よる溶血力はH P> >R Fで あ っ た ｡ これ より ､ 以 降増感剤はH Pを用 い た｡
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(2)放置時間及び放置温度 の影響
HP 0.5いM存在下UVAを1 5分間照射した時の溶血率は照射終了直後は0%だ っ たが
室温放置す る と溶血が起 こり ∴3 0分 まで は急激に上昇 し､ 放置50分後 には ほぼプラ
ト ー に達して95 %の 溶血率を示した ｡ これ に対 し ､ 自動酸化反応を抑制す るために放
置度を0℃ に して 同様 に実験を行 っ た場合は放置5 0分後 でも溶血率は2 0%以下と ､ 溶
血率の 増加 の 著 しい 抑制 が見 られた(Fig.I -i-2).
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o
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Tim e(min)aず!er 帥e e nd o甘ir radia朋om
Fig. ト1･2 He m olysis o菅 e ry紬r o cy甘e s aず随r U V A irradiarr o n
Erythro cyte s w e r eirr adiated with U V A(350-380 n m)inthepre s e n c e ofO･5リM H Pfor
15min.
He m olysIS W a sdete r mind atr.t. o rO℃ afte rthe e ndofirr adiatio n･
Eachpointr epre s e ntsthe m ean of thre edata ･
そこでH Pの 濃度を変化させ 室温放置50分後 の溶血率を測定したと こ ろ ､ H Pの濃度に
比例して溶血率が上昇し , H P無添加 で は5 % であ っ たが ､ 0.5LJM では10 0 %の 溶血 が
見られた(Fig. ト1-3)｡
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Fig. ト1-3 Effe ct of hem atopo rphyrin c o n c e ntr atio n o nhe m olys I S
Erythr o cytes w e reirr adiated with U V A(350-380 n m)fo r1 5min･I
He m olys IS Wasdete r mindat 50 min afte rthe endofirr adiatio n･
Ea chpointr epr e s e ntsthe m e a n ofthree data.
今度はHP0.5HM存在下UVA照射時間 を30分間まで変化させ ､ 室温放置5 0分後の 溶
血率を測定したと こ ろ ､ 照射時 間に 比例 して 溶血率が 上昇し ､ 1 5分間照射 で9 8 %､
20分間以上 の 照射で100 % に達 した(Fig. I -1-4).
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-4 監ffe ct oずir r adia朗o mtim e o mhe m ogy引 S
J
Erythro cyte swer eirr adiated with U V A(3 50-3 8 0n m)inthe pr e s e n c e of0.5iJM H P.
He m oJysIS W a sdeter mind at50 min afte rthe e nd ofirr adiatio n.
Ea chpointrepre s e ntsthe m e a n ofthre edata .
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(3)抗酸化剤の 影響
1
o2の ク エ ンチ ャ
ー で あるNaN3と ヒス チジ ン(His)､ O Hラジカ ル の ス カ ベ ン ジャ ー
であるM A､ 生体内抗酸化剤 の ア ス コ ル ビン酸(V C)の H Pの UV A増感 によ る溶血 へ の 影
響を検討した｡
まずH P 5‖M存在下U V Aを1 5分間照射時の 照射終了直後の溶血率を測定 したと こ ろ ､
NaN31 m M では9 6% の 溶 血率 を示 し全く阻害が見られなか っ たの で濃度を増加させ て
同様に実験を行 っ た ｡ そ の 結果NaN350m M では約5 0% の 阻害が見 られ ､ Hisで は10
mM で9 2% と非常に強い抑制が見られた｡ またV C では1 0m M で9 6 % と､ ほ ぼ完全 に
溶血が抑制された o 一 方 ､ MA では5 0m M でも全く 阻害 は見 られなか っ た . (TableI
- ト1)0
Tab.‡eI - = Eず紬cts of a mt衰- o xidam竜S and r adica[ s c avamge柑 O n u V A
･
S em Sitiz ed he m o甘ys 椅 Wi帥 5 pM hem atopo rphyrim
⊆垣 虹
97
NaN3
histidine
1 0 8 7 10
50 48 51
1 9 7 0
10 8 92
m a n njtoI 50 94
a s c o rbic ajcd 1 2 4 7 5
1 0 4 96
Ewthro cyte s w e r eirr adiated with UVA (350-380nm)intheprese n ce of5いM HP fo r
15min.
He m olys ]s w a sdete r minded im m ediate一yafte rthe e nd ofirradiatio n･
Data a re m e ans ofthr e e m e a su r e ments.
次に0.5りM H P存在下U V Aを1 5分照射時の 室温放置50分後の溶血率を測定した と こ
ろ ､ NaN310 m Mで は55 %､ 5 0m M では81% と強い 阻害が見られ ､ またV C では10
mMで97% と ､ 5HM H P存在下 と同様 にほぼ完全 に溶血が抑制された o
一 方 ､ Hisで は
50
.
mMで1 7% と ､ 弱 い 阻害しか見られず､ M A5 0m M では8 1% と､ 強い 阻害が見 られ ､
5いM H P存在下 と異な る結果が得られた(Table･Ⅰ -1-2).
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TableI -l･ 2 E 鵬cts o守 amモトo xidamts and r adicaⅠ s c a v a mge r s o nuV A
･
s ensi昔iz ed hem o)ys 椅 With 0.5 pM he m aモopo rphyrin
■
mM He m ol sis % Inhibition r ate %
NaN3
histidin e
95
10 4 3
50 18
1 0 94
50 79
m a n nito1 10 77
5 0 1 8
5 5
81
1
1 7
1 9
8 1
a s c orbic aicd 1 2 4 7 5
10 3 97
Erythr o cyte s we r eirradiated with U V A(350-380n m)inthe pr e s e n ce ofO･5
リM H P fo r1 5min･
Hem oJys IS W a sdete r mind at 5 0min afte rthe e nd ofirr adiatio n･
Data a re m e a n s ofthre e m e a s u r e m e nts.
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1-1･3 考 察
■
佐々木 ら
40)は ウサ ギ保存血 を用 い ､ R F濃度 を5- 60いM と変化さ せた時の UVA(350-
380n m)照射終 了直後 の溶血率 は3 0分間以 内の 照射 で は0%だ っ たが ､ 60分 間照射時
は30pM,1 2 0分間照射時で は2 0いM で ほ ぼプ ラト
ー に達 し, それぞれ約80% ､ 約95%
であっ た と報告 して い る ｡ これ に対 し ､ H Pは5=M H P存在下わずか1 5分間照射時で
ほぼ10 0 %の 溶血率を示し､ H PはRFより10倍以上 増感 力が強 い ことが明らか とな っ
た. H Pの365 n mに 掛ナる モ ル吸光係数はRFの 約8倍で あり ､･ こ の こ とが主 な原 因で
あると思われ る ｡
佐々木ら
40)はRFIOいM存在下U V Aを照射し ､ 照 射終了直後及び5時間後 の 溶血率 を
測定し､ 対照 で は差が見られなか っ たが ､ RF添加群 で は照射終了から5時間後の方が
照射終了直後よ り高くな っ たと述 べ て い る ｡ そ こ で 照射終 了後の 時間経過 と溶血の 関
係を検討した . 0.5LIM H P増感時 には室温放置時 は3 0分後に9 0%以上 溶血 したが ､
o℃放置時で は ほ とん ど溶血が起 こ らず､ また5いM H P増感時に は照射終了直後 にほ
ぼ10 0%溶血 した(Fig. ト1-1, ト1-2)｡ こ の こ とか ら溶血 に はある 一 定量以上 の何 らか
の損傷が必要で ､ 0.5LJM H P存在下 で は照射終了直後 に はそ の 量 に達 して い な い が ､
その後時 間と共 に増幅されて そ の 量 に達し ､ 溶血 に至 っ たの で はない か と思われる ｡
suz ukiら
41)はRF光増感による溶血はNaN3や ジメ チル フ ラ ンで抑制され ､ MAやス ー
パ ー オキ シ ドデイ ス ムタ - ゼ(S OD)で 阻害されな い こ とから､
1o
2が関与して い る と
結論して い る . また佐 々 木 ら40)もRF20いMを用い て 同様の実験を行 い ､ M Aで は阻害
が起こらず､ 1o2の ク エ ンチ ャ ー で あるHisで は抑 制された こ とか ら
1o2の 関与 を認め て
いるが 一 方 ､ NaN31 m M では阻害が認められない どこ ろ か溶血を促進す る と報告して
いる ｡ そ こでNaN3, His, M A, OHラ ジカル及び
1o
2
の ス カ ベ ンジ ャ - で あるVCのH P-
U VA増感に よる溶血 へ の 影響を検討した ｡
まず5LJM HP 存在 下 の 実験で は ､ NaN3 , Hisで 阻害が見 られ ､ M A では阻害は見られ
なかっ た こ とか ら､ こ の 場合は主 と して m ajo rTypeⅡ の光増感反応に よ っ て 生成し
た1o2によ っ て 生じた損傷に より溶血が起 こ っ たも の と思われ る(Table ト1-1). 隻
ら42)はH Pなどの ポル フ ィ リ ン類存在下皮脂に∪V Aを照射 し,
1
o2の 発生 をゲル マ ニ ウ
ム フォトダイオ ー ドア レイ により直接確認して い る . こ の こ とも上 記の こ とを支持 し
て いる ｡
一 方､ o.5HM H P存在下の 実験 で はNaN3の 他にM A でも阻害が見 られ ､ Hisで はあま
り阻害が見 られ なか っ た こ とか ら ､ 自動酸化反応 に よる損傷の 増大も溶血 に 関与 して
いるもの と思 われ る(Table ト1- 2). しかし こ の 場合で もUV A非照射時で は溶血が起こ
らず､ またNaN3で は阻害が見られ こ とから ､ U V A照射に よ っ て 生成した
1
o2に よ っ て
最初にある程度 の損傷が生じて い る必要があ ると思 われる ｡ い ずれ にせよ ､ 溶血に対
する1o
2の 関与が明ち か とな っ た ｡ VCはラ ジカルスカ ベ ンジャ
ー として の 働 きの ほか･
に
1.
o2消去作用等も持 つ ため い ずれ の 場合も強い抑制を示した と思われ る ｡
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第Ⅰ章 第二 節
U V如曽感による過酸化脂質生成
u vAは単独で は エ ネルギ ー が低く ､ そ の影響に つ い て はU V B程注目されて い なか っ
た｡ しか し､ 近年 ､ 8- メ トキ シ ソ ラ レ ン(8-MO P)や グリ セオ フ ロ ビン
40)等の 光増感物
質が知られる ように なり ､ これ らを介 した間接 作用 の 生体影響 へ の 関与が注目され る
ようにな っ た｡ 宵滞 ら
27-2 9)は健常 人の 血祭及び赤血球の 膜脂質 の 主要構成成 分で ある
フォ ス フ ァ チジル コ リ ン(PC)､ フ ォ ス フ ァ チジル エ タ ノ ー ル アミ ン(P E)の 過酸化物 の
含量を化学発光
-HP LC(C しH P LC) 法で測定 し ､ 癌患者や高脂血 症患者 ､ 老人 性痴呆
症患者で は増加す る こ と を報告 して い る ｡ また佐 々 木 ら
40)は ウサギ保存血 にリボ フ ラ
ビン(RF)を添加 し､ U V A照射後に2-thiobarbituric a cidr e a ctiv e s ubsta n c e s(TB A-R S)
値が上昇する傾向が見 られ る こ とを報告して い る ｡ これ らの こ とか ら､ 間接作 用 の メ
カニ ズム に関 して は ､ 過酸化脂質 の 関与が示唆されるが ､ 佐 々 木 らはC しHPLC法 に
よる過酸化脂質 の 測定 は行 っ て お らず､ 詳細 は不 明な点が多 い ｡
著者らは前節で∪VA増感による溶血 に
1
o2及び自動酸化反応が関与 し､ ある 一 定量
以上の損傷が必要で あ る こ とを示 した ｡ 本節で は こ の 損傷に つ い て 詳細に検討す るた
めに前節 と同じウサギ赤血球を用 い ､ 光 増感物質存在下∪V Aを照射し､ 赤血球膜脂質
の過酸化物で ある フ ォ ス フ ァチ ジル コ リ ン ハイ ドロ ペ ルオキシ ド(PCO O H)､ フ ォ ス
ファ チジル エ タノ - ル アミ ンハ イ ドロ ペ ルオキ シ ド(PE O OH)含量等を指標と して 溶血
との相関につ い て検討 を行 っ た ｡
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1_2-1 実験材料と方法
(1)動物
ウサギは前節と同じもの を用い た ｡
(2)試薬
pc o oH, P E O OHの 標品は東北大学農学部宵滞教授より譲り受けた ｡
(3)PC O OH, P E O OH及びP C, P Eの 定 量
pc o oH, P E O OH及びPC, P Eは宵滞らのC しH P L C法
43)に準じて定量を行 っ た ｡
pco o H, P E O O Hは化学発光検出器で ､ また ､ P C, P Eは2 1 0n mの 吸収で/てラ ニ トロ
フ ェ ノ ー ル を内標 として定 量 を行 っ た . 今 回使用 したH PL C装置の シス テ ム ブ ロ ッ ク
図及びH PLCの 分析条件をFig. ト2- 1に示す ｡
S
Pl C ”
C L
P 2
W
A a
Fig. ト 2-1 Sche matic 朋o w diagra m oず CL-H P L Csyste m ずo ra ss ay o甘
phosphatidylcho 伽 e hydr ope roxide a nd pho sphatidy臥朗hamoは mim e
hydr ope r oxide
CL-H PLCc o ndito n s
Pump(Pl, P2):PI Shim adz uL C-6A, P 2 Shimadzu L C-8A o rL C-1 0A
Detecto r(U, C L):U S him adz uS P D･6 A(210 n m), CL So maS-340O o rTohoku
Ele ctro nicIndu strie sC LD-110
Colu mn(C):HibarLiC hro s o rb N H2(250 X4･6 m mi･d.)
Mobile pha s e(A):he x a n e :2-propa n o川 20=MeOH(9:27‥4:5, v/v,flo w r ate110 m]/mih)
Lu mine s c e ntr e age nt(B):1 0ug/mlcyto chro m e c a nd2ug/m =umin olin
50mM bo rate buffer(H8BO, I K C しNa2C O3.PH 1 0)(flo wr ate1.1 ml/min)
Sample s olution(S):10 LJl, Recorde r(R)
Water cir culato r(W):S CIM C S C H 201
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(4)ウサギ赤血球中 のPC O O H･ P E O OH の定量
前節 と同様の 方法で 調製 した20%ウサギ赤血 球懸濁液 2 m は 0･85 %塩化 ナ トリ ウム
含有1 0m Mリ ン酸緩衝液(pH 714)に へ マ トポル フ ィ リ ン(H P)50 HMを加 えた溶液4 mI
を外径3 cm の 試料ビン に入れ ､ 室 温下でUVA(350J80nm)を15分間照射し ､ 照射終
了後室温ある い は0℃で最高30分間放置した ｡ 放置後6 mlの 冷ク ロ ロ ホル ム /2
- プロ
パノ - ル(1:1, v/v;抗酸化剤として10ppm の プチ ル ヒ ドロ キ シ トルエ ン(B H T)を含む)
を加え､ これを遠心 して 得 たク ロ ロ ホル ム 層 ( 総脂質画分) を集めたo 同様 に もう 一
度操作し, 集めた総脂質画分を無水硫酸ナトリウム で脱水した後､ ク ロ ロ ホル ム層を
ロ - タリ - エ バ ボレ ー タ - で濃縮乾固 した o こ れ に100LJ[の ク ロ ロ ホル ム/ メタノ ー
ル(1:1, v/v;.内標 として100ug/mlの パ ラ ニ トロ フ ェ ノ
ー ル を含む) を加 え､ こ の1 0いl
をC L- HP LCで定量 した ｡
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1.2･2 結果
(1)PCOO H, PE O O H及 びPC, PEの 定量
まずPC O OH, PE O OH及びPC, P 巨の 標品の ク ロ マ トグラ ム をFi9･ ト2-2に 示す o
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A
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.室 喜
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S
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PCO O H
P E O OH
0 5 10 1 5 M in
Fig. ト2･2 C hr om a紬gr a m oず a mixtu r e oず pho sphaLM ylcho 伽 e
hydr oper oxide (P C O O M, 200 pm o[), pho sphatidy蜘 hanoBa min e
hydrope ro xide (P E O O ‖, 2 0 0pm oI), pho sphatidylcho】ine (PC,1 34 n m o8),
phosphatidyBetha nola m盲ne (P E,16.0 n m 叫 and p･ niモrophen o川 S, 1
'
p
m o†) with CL-H P L C
(A)U V(21 0nm)dete ctio n.(B)Che m=u mine sc e n c edete ctio n･
The HPL Cc ondito n saregiv e nin Fig. ト2-1
Fig. ト2-2AがU V検出津､ Fig. I -2- 2Bが化学発光検出器 の ク ロ マ トグラムである が
U V検出掛こはPC, P Eが険出され ､ リテ ンシ ョ ンタイ ム はそれぞれ ､ 12.6分 ､ 8･7分で
あっ たo 一 方､ 化学発光検出器 に はP C O O H, P E O O Hが検出され ､ リ テ ン シ ョ ン タイ
ムはそれぞれ ､ 14. 0分 ､ 9. 6分と嘗滞らの報告
43)とは逆に ､ P E O OHの 方が先に検出さ
れた｡
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(2)ウサギ赤血球中の PC O O H, P E O O Hの 定量l
次に0.2%ウサギ赤血球懸濁液を用 い てP C O O H, PE O O H含量 を測定しよう と試み た
がいずれも検出限界以下で あ っ たの で ､ 2 0%ウサギ赤血球懸濁液を用 い て 測定 を行 っ
たo U V Aを照射 しない もの (コ ン トロ
ー ル) の ク ロ マ トグ ラム をFig. I - 2-3に示す ｡
p co o H,P E O O H及 びPC, P Eはそれぞ れ標品との 比較に よ っ て 同定及び定量を行 っ た｡
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更に2o%赤血球 にU V Aを1 5分間照射 し ､ 照射終了後 の放置時間 と放置温度の
pco oH, P E O OH含量 へ の 影響を検討した o P E O O Hの 方がP CO O Hより約3･5倍含量
が高か っ た . 照射終了直後に はP C O O Hはコ ン トロ
ー ル に比 べ て有意な増加 ､ P E O OH
は増加傾向が見 られた ｡ 室温放置した場合はP C O O Hは経時 的に 減少す る傾向が見ら
れ 20分後には コ ン ト ロ
- ル レベ ル に回復した o またP E O O Hは2 0分後まで有意な増
加が見られたが ､ 30分後には コ ン トロ
ー ル レベ ル まで減少した o 一 方､ 0 ℃放置時
pc oo H, PE O OH とも10分後 に コ ン トロ ー ル レベ ル に まで減少した(Fig･ ト2-4)o
なお､ 照射後のP C, P Eの 含量 は放置時間や放置温度に よ らず､ コ ント ロ
- ル より
有意に減少して い た ( デ
ー タ は示 して い な い) o
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1.2- 3 考察
照射前後の P C O OH･ P E O O H含量 を測定した と こ ろ ､ 室温放置時で は照射後に有意
に増加 し､ P CO O H では照射終了直後､ P EO OHで は照射終了2 0分後 に ピ
ー ク に達 し ､
p co oHで は20分後, P E O O H では30分後 には コ ン トロ
ー ル レベ ル まで減少した(Fig･
I-2-4). 室温放置 時 に は放置30分後まで に溶血率が急激に上昇し ､ 9 0 %以上が溶血
したこ とか ら､ U V A照射による脂質ハ イ ドロ ペ ルオキ シ ド量 の 増大に よ っ て 溶血が起
こっ たもの と思 われ る o また ､ P E O O Hの 方がP C O O Hより多く ､ P C O O Hの 量が ピ
ー
クに達する照射終了直後に は溶血が起 こ らな い こ とか ら ､ P E O O Hが主 として溶血 に
関与して い ると思われ る ｡ こ の よう にP EOO HとP COO Hは異な る挙動を示したが ､ そ
の原因としてP E とP Cの
1
o2との 反応性の違 い や膜に局在化 して い る部位 の 違 い ､ な ど
が考えられるが不明で ある .
一 方 ､ 0℃放置時で は ほとんど溶血が起 こ らず ､ 放置1 0
分後にPCO OH, P EOOH畳 が コ ン ト ロ
ー ル レベ ル に減少して い たo こ の こ とよりU VA
照射によ っ て 生 じた
1
o2に よ っ て 生成 した脂質 ハ イ ドロ ペ ル オキ シ ドが遷移金属イオ
ンによっ て還元 され ハイ ドロ ペ ルオキ シ ドラジカル を生 じ ､ それが自動酸化反応 に よ っ
て増加し ､ 膜に 一 定量以上 の 損傷を与えて溶血 に至 らせ たと考 えられる o O℃放置時
ではこの 自動酸化反応が阻害されたために ､ 生体内抗酸化物質等 に よ る過酸化月旨質を
消去する反応 の 方が優勢に なり ､ 溶血 を起 こすの に十分な量 に達す る こ となく速やか
に減少したと思われ る ｡
溶血の 機序に つ い て佐々 木ら
40)はR F膿度を高く して も30分以下 の 照射で は ほとん
ど溶血しなか っ た ことか ら ､ 赤血球膜がUVA照射の影響を受けて か ら溶血を起こす ま
では 一 定の 時間が必要だとして い る o しかし ､ R FはH Pに比 べ ると増感力が非常に弱
く ､ すぐに飽和状態に達し､ 濃度 をそれ以上にして も生成する
1
o2の 畳が増えなか っ
たためと思われ る ｡ H P5 りM存在下で は1 5分間照射終了直後にほぼ1 00 %溶血する こ
とから､ UVAを照射して か ら溶血が起 こ る まで の 時間は膜に ある 一 定量以上 の 損傷が
蓄積されるの に かか る時間と考えた方がより正確なようで ある ｡ しか し ､ タ ンパ ク変
性は脂質過酸化より低線量 の 紫外線で起 こ る と言われ て い る
44)こ とな どから ､ 膜タン
/l
o
ク質変性も溶血 に寄与し でい る可能性がある . また今回は溶血率は0.2%赤血球を用
い ､ 0.5 りM H P存在下で測定し､ 過酸化脂質含量は2 0 %赤血球を用 い ､ 5 0uM H P存
在下で測定して おり ､ 過酸化脂質含魔 の変動が単純に は溶血と相関しない 可能性もあ
る｡ いずれにせ よ､ H P-UVA増感に よ っ て 発生した
1
o2によ っ て 生成したP EO O H及び
PC O O Hと溶血には密接な関係がある こ とが示唆された . よ っ て同 一 条件下で の
PE O O H
,
PC O O H生成量と溶血と の 関係 ､ H P漉度によ るP E O O H, P C O O H生成量及び
TBA-R S値の 変動 と溶血と の 関係 ､ またNaN, や マ ン ニ ト
- ルな どの P E O O H, PCO O H
生成に与える影響等に つ い て今後更に検討する必要がある と思われ る 0
H P及びRFの∪V A増感は赤血球 の み な らず､ あ らゆる 生体組織を酸化的に傷害す る
可能性があるの でUVAの 生体影響を評価する際の 一 つ の 注目点 と思わ れる o
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第 Ⅰ章 第三節
U V B増感による溶血反応
太陽から放射され る紫外線の うち ､ 地表 に到達す るU V Aと∪V Bは紅斑形成
4-6)
､ メ ラ
ニ ン色素の沈着
16)
､ しわの 形成15)､ 皮膚癌の 誘発1･3)等を起こすことが報告され て い る ｡
しかしこ の メカ ニ ズム に つ い て は主 としで o2, 02等 の 活性酸素が関与して い る
25.4 5)こ
とが示唆されて い る もの の ､ 詳細は不 明で あ る ｡
著者らは前節で へ マ トポル フ ィ リ ン(H P卜U V A増感 によ る溶血 と過酸化脂質 の 生成
との相関に つ い て検討 し , U V A増感(m ajo rTypeⅡ)によ っ て 生じた
1
o2によ り生成し
た過酸化脂質が溶血 に関与 して い る こ とを示 したが ､ 本節で は∪V Bの 生体影響の メカ
ニズム へ の1o2の 関与 を明らか にす るた めにUVB照射時 につ い て 同様 に検討し ､ UVA
照射時と の 比較を行 っ た ｡
-25･･
1_3-1 実験材料と方法
(1)動物
ウサギは前節と同じも の を用 い た ｡
(2)試薬
ソルビト - ル(Sol)は和光純薬より購入した o
(3)溶血試験
36)
ト1節に示したの と同様 の方法で 調製した0.2%赤血球懸濁液2 m は H Pリ ン酸緩衝液
4m 催 外径3 c mの 試料 ビン に入れ ､ 室温下 でU V A(35 0-380 n m, m a x3 65n m)または
UV B(300-3 30n m, m a x31 7n m)を紫外線照射装置 (イ
ー グル 商事 (樵) 製紫外線均
一 照射光源装置) を用 い て 一 定時 間照射 した o なお高さ18 c mか ら照射した時の 平均
照射強度(365 nm または31 3n m)は7.O m W /c m
2 (u vチ ェ ッ カ ー (イ - グル商事 (樵)
製)にて測定) で あ っ た ｡
照射前後に7 40 n mに おけ る吸光度を測定し ､ そ の 減少から溶血率を求めた ｡ 照射
終了後の 経過時間の溶血 へ の影響をみ る際はUVA照射終了直後に溶血率を測定 した後､
試料を室温ある い は0℃ で暗所に放置して10分 ごとに溶血率を測定した ｡
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1.3-2 結果
(1)照射時間及 び増感剤の濃度 の 影響
Fig. ト3-1 に示す ように ウサギ赤血球にUVBを1 20分間(50･4J/c m
2
)照射した と こ ろ ､
溶血率は26 % と∪V A照射時より高い 値 を示 した o
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H P濃度を変化させ ､ U VB 1 5分 間照射終了直後の溶血率を測定 した と こ ろ , 濃度依存
的に溶血率 の 増加 が見られ ､ 50 いM HP存在下 (U V A照射時 より高 い 濃度) で1 0 % に
達した(Fig, ト3-2)o
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O
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･ 一 喝卜 - ･ ･ ･ U V A
Fig, ト3- 2 E 鵬cせ oず he m atopo rphyrim co mc e柵 a朗om om he molysis
Erythro cyte s w e r eirradiated with U V B(300-3 30 n m)o rU V A(350-380nm)
for15 min.
He m olyslS W a sdete r minded im mediatelyafte rthe e nd ofirradiatio n.
Ea chpointr epr e s e ntsthe m e a n ofthre edata .
-28･
HPの吸収ス ペ ク トル を測定したと こ ろ ､ 吸収極大は380nm で あ っ た(Fig･ ト3
-3)｡
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(2)放置温度及び放置時間 の影響
1 0‖M H P存在下 (照射終了直後に は溶血が起 こ らな い 濃度) にお い てU V Bを照射
し ､ 照射終了後 の放置温度 の 影響 に つ い て検討 した ｡ それぞれ照射終了直後に は溶血
率の増加は見られなか っ たが ､ 時間 の 経過 と共 に溶血率の 増加 が見 られ ､ 室温放置時
は30分後､ 0 ℃放置 時 は4 0分後に ほ ぼプラ ト - に達して90 %以上 の 溶血率を示 した
(Fig.I -3- 4)o
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Fig. ト3-4 Ef紬 ct oず te mpe 柑tur e O mhem oBys は
Erythro cyte sw er eirradiated with UVB(30 0-33 0n m)inthe prese n c e of10LJM H Po r
U VA(350-380 n m)inthe presen c e of0.5LJM HPfo r15 min･
Ea chpointrepr e s e ntsthe mean ofthre edata .
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(3)抗酸化剤の影響
著者らは前節で
1
o2に より生成した膜脂質 の U V A照射時 の 溶 血 へ の 関与 を明 らか に
した｡ UV Bの 生体影響 の メカ ニ ズム へ の
1
o2の 関与 を明らか に す るため にO Hラ ジカル
スカベ ンジャ
- の M Aソ ル ビト ー ル(Sod)､ 及 び
1
o2の ス カ ベ ン ジ ャ ー で あるNaN3, His
そしてOHラジカル及び
1
o2の スカ ベ ン ジャ ー で あ るVCの H P- U V B増感に よる溶血 ヘ の
影響を検討し､ U V A照射時との 比較を行 っ た ｡ NaN｡とV CはU V A照射時と同様 に溶血
を強く抑制し､ HisもU V A照射時 と同様に弱 い 阻害しか示さなか っ たが ､ M Aは∪V A照
射時と異なり全く抑制を示 さ なか っ た . ま たSol も ほ とん ど抑 制 を示 さず､ ス ー パ ー
オキシドデイ ス ム 夕 - ゼ(S O D)は全く抑制を示さなか っ た(Table ト3- 1)0
TabBeI ･3-1 E 鵬c骨S o甘 am朋- o xida m官S a md 柑dicaE s cav 哉 mge r $ O mu V B-
S em S批 ed he m o農ys 帽 W如拙 10 四W me m a紬 po岬hyrim
l
C he mic als mM He m ol sis % nhibitio n r ate %
NaN3
histidine
91
10 92 0
50 20 78
1 0 93 0
50 69 24
m a n nito1 50 88
s orbito1 50 79 13
as c orbic a cid 1 76 1 6
10 11 88
SO D 3825 U/m暮 92 0
Erythr o cyte s w e rirradiated with U V B(300-3 30n m)inthe pre s e n c e of1 0LAM
HPfor1 5min.
Hem olysIS W asdete r mind at30min afte rthe end ofirradiatio n.
1
Data are m e a ns ofthre em eas ure me nts.
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1-3-3 考察
Gode rら
46)は ヒ ツ ジ赤 血球 にU V B(3 6J/c m
2
)を単 独で 照射し､ 溶血 は起こ らなか っ
たと報告して い る ｡ Va rga sら
47)は ヒ ト赤 血球は∪VB単独 で は溶血 を起 こ さない が ､
F即 0仙r ate等 の 光増感剤存在下 で はほぼ1 0 %溶血す る と報告 して い る ｡ 著者らは1節
でウサギ赤血球 にU V A(6.3 J/c m
2
)を照射 し ､ H P非存在下 で は溶血率は5 %未満だが ､
HP存在下で は100%溶血する こ と を示 した ｡
本節ではまず､ ∪V B単独 の 溶血 へ の 影響 に つ い て検討 したとこ ろ ､ 照射量が多い 場
合はUV B単独で も ある程度溶血す るが ､ 少な ければ∪V A照射時と同様に単独で は溶血
を起こさない こ とが明 らか とな っ た ｡ U V BはU V A より エ ネルギ - が大きい の で ､ U V B
そのもの の エ ネルギ ー に よ り溶血が起 こ っ た もの と思わ れる o 次 にH P存在下で の 影
響につ い て検討 した と こ ろ ､ H P に対する 増感力はUV B の方が10倍程度弱 い こ とが明
らかとな っ たo H Pの 吸収 ス ペ ク トル の e 31 3が e 365の 約 1/8で あるた めと思われる o
放置温度及 び放置時間 の 影響を検討 した と こ ろ ､ 0℃ 放置時 は室温放置時 と ほぼ同
様の溶血率を示し ､ U V A照射時 の ような抑制は示さず､ またプラ ト ー に達す る時間も
〕vA照射時より早か っ た ｡ また1o2の スカ ベ ン ジャ ー で あるNaN3, V CはU V A照射時 と
同様に強い抑制を示したが ､ O H ラジカル ス カ ベ ンジャ - の M A, SoIはほとん ど溶血を
抑制しなか っ た ｡ 以上 の こ とか ら ､ U V B照射時で は主 としてU V照射により m ajo r
TypeI反応に よ っ て 生成したある
一 定盈 の1o2が赤血球膜を傷害し､ 溶血を起 こ した
ものと思われ ､ 自動酸化反応 の寄与は少な い と思われ る ｡ またS O D添加時で は全く抑
制が見られなか っ た こ とか ら , 02
'
の 生成する m]
'
no rTypeⅡ反応の 関与 はほ とん どな
いもの と思われ る ｡ なお本研究で はO Hラ ジカルや02が 関与しな い こ とを明 らかにす
るためにM AやS O Dな どの漉度を50 m Mと ､ かなり高い (溶解度やUV非照射時で溶血
を起こさな い事を考慮して 用 い う る最高) 膿度を用 いた ｡ HisがNaN, より弱 い抑制 し
か示さなか っ た原因は州sの1o2消去能がNaN3 より弱 い ためで はな いか と思われるが
不明で ､ 今後更 に検討が必要と思 われ る ｡
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第Ⅰ章 第四節
u V B増感による過酸化脂質生成
著者らは第二 節で5 0LJM へ マ トポル フ ィ リ ン(H P)存在下2 0%赤血球 にU V Aを照射
し､ フ ォス フ ァチ ジル エ タノ - ル アミ ンハ イ ドロ ペル オキシ ド(P E O O H)及び フ ォ ス フ ァ
チジルコ リ ンハ イ ドロ ペ ルオキ シ ド(PC OOH)生成量が有意に増加する こ と を示 した｡
また前節で∪V B照 射時 で は主 と しで o2が溶血 に 関与 して い る こ と を示 した ｡ そ こ で
本節で はUV B照射時 にお ける 過酸化脂質の 関与 を明らか にす るため にPE OOH及び
pc o o H生成量 を指標 と して検討を行 っ た o また溶血率測定時 と 同 一 条件下で の 過酸
化脂質含量 へ の 影響を検討す るた めに0.2%赤血球にU V AまたはUV Bを照射 し､ 2-
thioba rbitu ric a cidr e a ctiv e s ubstan c e s(T BA-R S)生成量を指標として検討を行 っ た .
更にUV吸収剤の影響 に つ い て も検討を行 っ た ｡
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1ヰ1 実験材料と方法
(1)動物
ウサギは前節と同じも の を用 い た ｡
(2)試薬
2･thiobarbituric a cidは シ グ マ社よ り購入した o 2,2J -dihydro xy-4,4
■
-dim etho xy
be nzoPhen one
-5- s uJfonic acid(DD S)は松本工商より ､ U V Bs u n s creen pr odu ct
samp[eA(SaA)wate rpro ofJotio n, s u npr ote ctionfa cto r(S P F)8はH & R Compa ny よ
り購入した . D D S とSaAの 吸収ス ペ ク トル をFig. I Jト1に 示すo
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〟
(3)PCO O H, P E O O H及び フ ォ ス フ ァ チ ジル コ リ ン(P C), フ ォ ス フ ァ チ ジル エ タノ
ー ル
アミ ン(PE)の 定量
pco o H, P E O O H及び P C, P Eは第2節と同じ方法 で定量を行っ た ｡
(4)TBA-R Sの 定量
TBA-R Sは大石らの方法
48)に準 じて行 い ､ 5 32 n mの 吸光度から定量し ､ タ ン/てク 当
たりの含量を求めた ｡ タ ン パ ク膿度はLo w ry法 の 改良法
49)で 求めた ｡
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1-4･2 結果
(1)TBA-R S含量 ヘ の 影響
o. 叫 M H P存在 下0･2% 赤血球 にU V Aを照射した と こ ろ ､ 室温放置時 で は放置10分
後から生成量が有意に増 加 したが ､ o℃放置時は有意な増加は見られなか っ た ｡ 室温
放置時におい て 溶血 を約8 0 %抑制す る量(0･4 m M)の D D S(U VA吸収剤)存在下 で も ､
有意な増加は見られなか っ たo
一 方 ､ 10りM HP存在下U V Bを照射したと こ ろ ､ U V A
照射時より早 い ､ 照射終了直後 に有意な増加を示し ､ 10分後に はコ ン トロ - ル レベ ル
に減少した｡ U V B吸収剤 のSaA O･0 8%存在下 (溶血 を約8 0%抑制す る濃度) で は こ の
増加がほぼ完全 に抑制された(Fig･Ⅰ - 4-2)o
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(2)PE O H及 びPC O OH含量 ヘ の 影響
1 mM H P存在下20%赤血球 に∪V Bを照射したと こ ろ ､ P E O O H含量 の 方がP C O O H
含量より多く ､ それぞれ照射終了直後に最大値を示し ､ P E O O H含量 の 場合はU V A照
射時より早く有意な増加が見られた ｡ 一 方 ､ PC O O H含量 の 場合は照射終了1 0分後､
pEO O H含量 の 場合は照射終了2 0分後にコ ン ト ロ ー ル レベ ル まで 減少した(Fig. Ⅰ - 4-3)o
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1･4-3 %*
uvB照射時 に お い て マ ン ニ ト ー ルや ソ ル ビト - ルが溶血 をほ とん ど抑制せず､ o℃
放置時は溶血率 の 抑 制がほ とんど見られなか っ た ｡ またU V B照射時 の方が∪V A照射時
より早くPE O OH含量 の増加が見られた ｡ 上記 の こ とか ら､ U V B照射時と∪V A照射時
の溶血の違い は ､ 10りM H P存在下U V B照射時の方カS70.5HM H P存在下U V A照射時よ
り
1
o2の生成速度が早く ､ U V B照射時の 方が自動酸化反応 の寄与が相対的に小 さか っ
たことによ るの で はな い か と思 われ る o しか し､ U V B照射時及び∪V A照射時 の1o2の
生成速度につ い て は不明で ､ 今後更 に検討が必要と思われ る ｡ また0.2%赤血球 へ の
uv照射時のTB A-R S生成量 の変化が20%赤血球 ヘ のU V照射時の P E O O H及び
pco o H含量の変化 と ほぼ同様で あ っ たこ とか ら､ 0.2%赤 血球 にお い て もPE O O H及
びPC O OH含量の変化は2 0%赤血球 の場合 とほぼ同様だ と思われ る ｡ そして ､ ∪VB照
射時におい て もPE O O H含量 の 方 がP C O O H含量より多く ､ 溶血 に 先立 っ てPE OO H含
量の有意な増加が見られた こ とか ら､ U V A照射時 と 同様にP EO OH含量が主 として溶
血に関与 して い る もの と思 われ る ｡
D D S存在下UV A照射時及びSaA存在下U V B照射時にお い てT B A-R S含量 の 増加 が有
意に抑制された の はD DS及びSaA によ っ て∪V A及び∪v Bがブロ ッ クされ ､ 1o2に よる
過酸化脂質生成が抑制されたためと思われ る ｡ またDD S及びSaA により溶血率及び過
酸化脂質含量増加が抑制された こ とから ､ こ れ らを指標としたU V防御剤の /
'
n vJ
'
tro評
価法にも応用可能で ､ 著者ら50)も試みて い る ｡
以上の結果から∪V B照射時及びU V A照射時の溶血 の機序としてU V照射により生成
した
1
o2が膜脂質を過酸化し､ P E O O H及びP C O O H含量があ る 一 定 レベ ル に達して溶
血を引き起こ した ことが示唆された ｡ またウサギ赤血球を用い ､ U V A-H P増感によ る
溶血率を指標とする方法がU V防御剤の /
'
n vI
'
tr o評価法に成り得る こ とが示唆された o
-3 8-
小括
ウサギ赤血球を用 い ､ 光増感物質存在下U V AまたはU V Bを照射し､ 溶血率や過酸化
脂質含量 へ の 影響を検討し ､ 更 に溶血 に関与す る活性酸素種を明らか にす るため に 各
種抗酸化剤の 影響を検討した結果 ､ 以下 の こ とが明 らか とな っ た ｡
〕V B照射時及びUVA照射時 の 溶血 の 機序 としてU V照射によ る m ajo rTypeⅡ反 応 に
より生成 した
1
o2が膜脂質を過酸化しそれが自動酸化反応 に よ っ て 増大 し､ pE OO H及
びPC O O H含量があ る 一 定 レベル に達して溶血を引き起 こ した こ とが示唆された ｡ 一
方､ U V B照射時とU V A照射時で は エ ネルギ - の 差､ 増感力の 差等によ っ て 溶血 へ の 自
動酸化反応の 寄与が異なり ､ U V B照射時 の方が自動酸化反応 の寄与が小さい こ とが 明
らかとな っ た ｡
この こ とか ら ､ UVA の生体 へ の 影響はUVBとは少なく とも 一 部は異なる機序 に よ る
可能性が示唆された ｡
またU V防御剤の 溶血や過酸化脂質含患 へ の 影響を検討した結果 ､ ウサギ赤血球を
用い ､ UVAIH P増感による溶血率や過酸化脂質合壁を指標とする方法がU V防御剤 の I
･
n
v/
'
tr o評価法に成り得る こ とが示唆されたo
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第Ⅱ章
3次元培養ヒト皮膚モデル に対する
OV A- へ マ トポル フィ リ ン増感の影響
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第Ⅱ章 第 一 節
u V A増感による細胞毒性
著者らは前章で生体膜モ デル と して ウサギ赤血球を用 い ､ へ マ トポル フ ィ リ ン
(HP)存在下 U V Aまた は ∪V Bを照射し ､ 溶血率や過酸化脂質含量 へ の 影響を検討し ､
照射時間及 び H P濃度 に 比例 し て溶血が起き ､ また溶血 に先立 っ て 過酸化脂質含量が
増加する こ とを報告 した ｡ こ れより ∪∨ 照射に より生成 した 1o2 が膜脂質を過酸化し､
それが自動 酸化反応 に よ っ て増 大し て溶血を引き起 こ した こ と を示 唆し た｡ そ し て
UVAの 生体 へ の 影響は UVB とは少な く とも 一 部は異なる機序 によ る可能性を示唆し
たo しか しなが らこ の モ デル は比較的単純で メカ ニ ズムの 解析はしやす い 反面 ､ 得 ら
れた知見 をそ の まま生体に当て はめ る の は 困難で ある ｡ そ こ で より生体に近 い モ デル
を用い て検討 をす る こ と とした ｡
本章で は従来の単層培養細胞よりも長期間培養が可能で あり ､ 真皮線維芽細胞が細
胞間物質を分泌する の で 細胞の存在環境及び細胞間相互作用がより生体 に近い 3 次元
培養ヒト皮膚モデル(Skin
2' M
)を用 い ､ H P存在下 U V A照射後に生 じる細胞毒性 へ の
影響につ い て検討 を行 っ た ｡ また U V A防御剤の 影響につ い て も検討を行 っ た ｡
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2.1･1 実験材料 と方法
(1)細胞
3次元培養ヒ ト皮膚モデル(S kin
2 'M
z K1301
, 線維芽細胞 の 上 に ケ ラチ ノ サイ トを増
殖させ , 角 層を形成させたも の o メラ ノサイ ト は存在しな い ｡ ) はオリ エ ンタル酵母
株式会社より購入した o Skjn2 T ”z K1 301 の分化状態を Fig･ Ⅱ -1-1 に示す. 上層 の表皮
層(ランゲル ハ ンス細胞およびメラノ サイ トはな い) , 下層 の 真皮層の 2 つ に大別さ
れてい る ｡
` 叫 巧 ･ , .
▲･r.
Fig･Ⅰ･ = ‖isto且ogic aJ cros s 増 e C軸 n oず 納e 伽 e e-dim e m sio m aE u nt柑 ated
hum a nskin m ode書(S k青n
2' ”
z K13 01) a触 r s旭ining w 肋 haem ato xy伽
a nd e osin
X250.
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(2)試薬
3-(4･5-dim ethylthiaz oト21yl)-2,5-diphe nyltetraz olium br o mide(MTT)ア ッ セイ キ ッ
トはオリ エ ン タル酵母株式会社より購入した o Pr ote ctionfa cto r ofU V A(PFA)測定用
標準サンプル D(p- m etho xy cin namic a cid2- ethy[he xyf 3 %,4 -te l -butyト4㌧m etho xy
dibe n z oylm ethane 5%:SトD)は日本化粧品工業会より譲り受けた o
(3)細胞の 生存率の 測定
無血清培地中 に H Pを添加 した Skin2 を 1 時間プ レイ ン キ ュ ベ - シ ョ ンした後 に
UVA(35 0-38 0n m, 極大波長 3 6 5n m) を紫外線照射装置 (山下電装製) を用 い て 一
定時間照射した o 照射強度は 7･O m W /c m2 で あっ た o 照射終了後 H Pを除い て 3 7℃で
20時間イ ンキ エ ペ - シ ョ ン した後 ､ M ¶s olution の 入 っ た新し い プレ ー トに移 し ､
80｢･p･ m ･ で 振 と うしなが ら 2 時間イ ンキ ュ べ - シ ョ ン した o M¶ s o山tio nを洗 っ た後
MTT抽出液 を加えて 60r･p･ m ･ で 振 とうしなが ら室温 で 1 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンし
て540 n m の 吸光度 を 測定 し ､ 下記 の 式 より 生存率を求めたo
VJ
'
abi(ity(%)= (Ass..- Ab54./Ac5..- Ab5..)X1 0 0
Ass.0, Ac5..お よび A b5. .はサ ン プル ､ 未照射コ ン トロ ー ルおよび ブラ ンク の 540 n m
の吸光度を示す｡
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2-1-2 結果
(1)UV A-H P増感 の細胞の 生存率に与 える影響
まずUV Aの 照射時間及び HP 濃度の 細胞毒 性 へ の影 響 を検討した 0 U V Aを0 か ら
60分間照射 した と こ ろ , H P非存在下 で は 60 分間照射後で も生存率に影響を与えな
かっ たo しか し ､ 2 -5 0LJM の H P存在下で は照射時間の 増加 に伴 っ て 生存率 が有意 に
減少し､ 5いM H P存在下 で は 15 分照射時で 83 %､ 3 0分照射時 で 30 %､ 60分 照射
時で 1 2% を示 した (Fig. Ⅱ -1-2) 0
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s a mples w e r eirradiated with U V A.
Data ar e m e a n±S.D. offo u r m e a s ur m ents.
Signifjc a nt[yd 肘e rentfr o m c o ntro[,
' P<0
.
05,
''
P<0.0 1,
* '' P<0.001.
そこで照射時間を 30分 とし ､ H P濃度を 0.5 から 5 0LJM まで変化させ ､ 生存 率に
与える H P濃度 の 影響を検討した . U V A非照射時で は H P濃度が 50HM でも生存率
の有意な減少は見られなか っ たが ､ U V A照射時で は H P濃度が 2LJM 以上 よ り渡度依
存的に生存率の有意な減少が見られ ､ 5叫 M で 3 %を示 した (Fig. Ⅱ - ト3) . こ れま
で の実験で は HP は表皮側及び真皮側 (培地中) の 両方に存在して い たが ‥ HP の局
在位置め影響を検討す る ために表皮側 に 500pM の HP を添加 し ､ U V Aを照射 した と
ころ､ 11 %の 生存率を示したo 今度は真皮側 に 10LJM の H Pを添加 し､ U V Aを照射
したとこ ろ 66% の 生存率を示した ｡
- 44-
1 20
1 0 0
”
盟
I P
還 8 0
f6
1沖 } ■
芸6 0
巨 40
=
2 0
0
★
･★
★ ★
★ ★
★ ★
★
★ ★ ★
★★ ★
＋ Co ntr o)
＋ U V A30min
0 川 2 0 3 0 40 5 0 6 0 M Pc o m c e m骨柑骨雇om (PWF)
Fig.I･1-3 E 触ct oずhem atoporphyr旨n c on ce ntration o n viab㈹y of S kim
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2' ”
s a mp[es w e reirr adiated with U V A(350-380 n m)fo r3 0mjn.
Data are m e a n±S.D. ofsix meas urm ents.
SignificantlydJ
'
ffe rentfr o m c o ntro(
,
… P<0.0 01.
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(2)紫外線防御剤の 影響
〕VA防御剤で あ る SトD を表面 に添加 し ､ 細胞毒性 ヘ の影響 を検討した と こ ろ ､ 濃
度依存的 に生存率 の 減少が有意 に抑制され ､ o.5 mg/c m
2
以上 で コ ン トロ ー ル レ ベ ル に
回復した(Fig. 刀 -1-4)o
瑠20
1 0 0
者 8 0
-
■■d II
a
絹
■ -
> 6 0
S
巨 4 0
≡
2 0
0
# # # # # #
★ ★
, # #
★ ★ ★
□ ∪VA30 min
c o nせr oE 0 0.2 0q5 1､O
SW c o m ce 柵 朗io m(mg/em空)
Fig-Ⅰ ･1･4 E ffe ct oずa OVA s u msc r e m (Sta mda rd s am pje D; StD)
concentratio n o n帥 e viab 獅ty o甘S kim
2' ”
S kJ
'
n
2T”
sa mpJe s w e reirradiated with U V A(350-3 80n m)jnthepre s e n c e of 1 0uM
HP for30 min.
Data a re m e a n s±S.D. offou rto six meas u rm ents,
Signifjca ntlydiffer e ntfrom c ontr oJ(non-irr adiated witho utH P)gro up,
' '
P<0.01
,
★★ ★ P〈O.001.
Signific a ntlydifferentfr om the SID 0 mg/cm
2
gr oup, # ##p<o.o o1.
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2-1-3 考察
皮膚は常 に外界 と接 し ､ 様 々 な酸化的ダメ ー ジ を受 けており ､ そ の 一 因 と して太 陽
紫外線が大きな影響 を 与えて い る o そ こ で紫外線の 生体 へ の 影響 を検討す る ため に ､
赤血球
35･51)や ヒ ト線維芽細胞 52)､ ケ ラチ ノサイ ト53)な どが /
･
n vitr oモ デル として用 い
られて きた o しか し､ 最近 ､ (1)従来 の単相培養細胞に比べ て 長期間の培養が可能で
あり ､ (2)真皮 に ある線椎芽細胞が コ ラ ー ゲ ン な どの 細胞 間物質 を分泌す る の で 細胞
の存在環境及び細胞間相互作用がよ n
'
n vI
'
v oに近く ､ か つ ､ (3)試験時に無菌操作が
不要である ､ な どの理由か らS kjn2T ”が I
･
n v/
･
tro表皮モデルとして用 い られる ように な っ
てきたo E dw a rds ら
54)は Skin2T ”に U V A(320-400nm)を照射し､ U V A単独や紫外
線吸収剤存在下で は細胞毒性を示さな い が 8- メ トキ シ ソ ラ レン(8-M OP)やク ロ ル プ
ロマ ジンなどの光増感剤存在下で は濃度依存的 に細胞毒性が見られた と報告 して い る ｡
一 方､ Cohe nら
55)は ヒ ト表皮再構築モデル(E PJS KrN)にク ロ ル プ ロ マ ジ ン 存在下
〕VAを照射した時及び大量 の ∪V A(30+/cm
2
)を単独で 照射した時に細胞毒性が見 ら
れる ことを報告して い る ｡ しか し ､ こ の ∪VA 照射に よる細胞毒性発現 の メ カ ニ ズム ､
特に フリ ー ラ ジカルや過酸化脂質 の 生成 との 関連を考察した報告は ほ とん どない o こ
れらを明らか にする こ とは生体 へ の 紫外線 の 影響を予測す るうえで 重要だ と考えられ
る｡
本節の結果で は Edw a rds らと 同様に ∪V A単独で は細胞毒性が見られなか っ た こ と
から, その 理 由として Cohe nら と用 い て い る細胞が異なる ことや照射光源 の 違 い な
どが考えられ る o また U V A非照射時で は H P濃度が 50uM で も生存率の有意な減少
は見られなか っ た こ とか ら ､ H Pそ の もの の影響はほとんどない こ とが明らかとな っ
たo H Pの 局在位置の影響を検討す るた めに表皮側に H Pを添加 した結果 ､ 生存率 の
有意な減少 (生存率 1 1%) が見 られたが ､ 真皮側に添加 した場合 はやや減少 (生存
率6 6%) が見 られた程度 で あ っ た ｡ こ の こ とか ら､ 培地中に生じた 1o2 に よ っ て線維
芽細胞が直接ダメ - ジを受 けた可能性は少なく ､ ∪V A- HP 増感によ っ て生成した 1o2
により表皮に生じた傷害が経時的に増大し､ 真皮まで達した こ とが細胞毒性に主と し
て関与して い る こ とが示唆された ｡
著者ら 50)はウサギ赤血球にprotectionfacto rof U V A(P FA)既知 の U VA 防御剤を添
加し､ H P存在下 U V Aを照射し て溶血率を測定し､ P FA と溶血を 50%抑制す る 防御
剤の濃度の逆数(1/JC5 .)が有意に相関す る こ とを報告し､ l/[C5 .が UVA 防御剤の評価
の指標に成り得る こと を示唆して い る ｡ しか し ､ 分散 しにく い物質や賦形剤等が溶血
に影響を与えるサ ンプルは適用困難で ある こ とから , 本節で はより生体に近 い条件で
の評価法を開発する ため に U V A防御剤 の評価法 ヘ の 応 用も検討した結果､ U V A防御
剤の濃度依存的に生存率 の減少が有意に抑制された こ とから ､ 3 次元培養ヒ ト皮膚モ
デルを用 い ､ U V A防御剤 の細胞毒性防御効果を指標とする方法も防御剤の有用な I
･
n
vitr o評価法となる可能性が示唆された ｡ 今後他 の防御剤につ いて も同様に検討す る必
要があると思 われ る ｡
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第Ⅱ章 第二 節
U V A増感による過酸化脂質生成
著者らは前節で より生体 に近 い 3 次元培養 ヒト皮膚 モデルを用 い ､ へ マ トポル フ ィ
リン(H P)存在下 UVA を照射し ､ 細胞毒性 へ の 影響 を検討した｡ そ の 結果 ､ 照射時間
及びH P濃度 に比例 して 生存率 の有意な減少が起き ､ ∪V A-H P増感に よ っ て 生成した
1
o2 により表皮に生 じた傷害が経 時的に増大し真皮ま で達 した こ とが細胞毒性に主 に
関与して おり ､ 培地 中 に生 じた
1
o2 によ っ て 線維芽細胞が直接ダメ ー ジを受ける可能
性は少ない こ と を示唆した ｡ また U V A防御剤の膿度依存的に生存率の減少が有意に
抑制された こ とか ら ､ 3 次元培養 ヒト皮膚 モデルを用 い ､ UVA 防御剤の 細胞毒性防御
効果を指標とす る方法が防御剤の有用な I
'
n vitr o評価法 にな る可能性を示唆した o 一
方, 表皮の 脂質 の 約 10 %を占め る ス ク ワ レ ン(SQ)は 二 重結合が多 い ため酸化されや
すく ､ 表皮の 酸化 の第 一 の タ ー ゲ ッ ト とされ 3O)､ 試験管内で は S Qは1o2 と反応 して
過酸化物の ス ク ワ レン モ ノ ハ イ ドロ ペ ル オキ シ ド(SQO O H)を生成す る こ とが知 られ
ている
30･3 1)
｡ 著者らは こ の SQO O H に着目し ､ 1o2 により表皮に S Q O O Hが生成し､
これが直接､ また は 二 次的に生成した他の 過酸化脂質と共 に細胞毒性に主 に関与して
いるという仮説を検討する ため ､ 本節で は S kin2 TMに H P存在下 UV Aを照射し､
SQO O H含量及 び 2-thioba rbitu ric a cidr eactiv e s ubsta n c e s(T B A-RS)含量につ い て ､
更にそれらの 細胞毒性と の相関に つ い て 検討 を行 っ た ｡
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2･･2･1 実験材料と方法
(1)細胞
3次元培養 ヒ ト皮膚モデル は前節と同じもの を用 い た ｡
(2)試薬
〕VA防御剤(SトD)は前節と同じも の を用 い た｡ SQO O Hの 標品 は資生堂 (秩) 高
松 翼博士 ､ 河 野善行博士 より譲り受 けた｡
(3)細胞の 生存率 の測定
細胞生存率は前節 と 同じ方法で行 っ た ｡
(4)TB A･R S量 の 測 定
48)
uv Aを 30分間照射 し上述の よう に 3-(4ふdim ethyJthia z ol+2-yI)-2,5-
diphenyltetraz o‖u mbr o mide(M TT)ア ッ セイ を行 っ た後 の S kin
2 T”
に 8.1% の
ドデシル硫酸ナトリウム 0.2 mI, 2 0%酢酸1.5 mI及 び o.8% 2-thioba rbitu ric a cid
(TBA)1.5 mIを加 えて 95℃ で l 時間反応させた ｡ 急冷後イオ ン交換水1 ml及 び ブタ -
ノ ー ル : ビリ ジン混液(15:1)5 m ほ 加 えて 3000r.p. m . で 15分間遠心分離し ､ 上清
を取り出した ｡ 20分室温放置後 532 n m の 吸光度と測定し､ テトラ エ トキシ プロパ
ンの吸光度と比較して T BA-RS 量を求めた ｡
(5)S Q O O Hの標品 の 定量
56)
膿度既知(7.75 n m oUm])の S Qの エ タ ノ ー ル溶液 に終濃度が 1 0LJM になる よ うに
HPを添加 し ､ ∪VA を 10 分間照射し ､ 生 じた SQO O Hの 含量を譲り受けた標品と比
較し新たな標品(St)を作成した o 測定 は St の
■
1 0LJほ 化学発光 - HPLC(C L-H P LC)に
供しSQ は21 0n m の 吸収で ､ S Q O O Hは化学発光検出器 で定量 を行 っ た｡ 今回使用
した H P LC装置 の シ ス テ ム ブロ ッ ク図及び H P L Cの 分析条件を Fig.Ⅱ -2-1 に示す ｡
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A a
Fig.Ir- 2-1 Sche matic 恥 w diagr a m oずCL-‖P LC system fo ras s ay of
squ aBe n e mo m ohydrope r oxid
l
e
CL･H PLCc o ndito n s
Pu mp(P l, P2):PI S him adz uLC-6A, P2 Shim adz uLC-8A
Dete cto r(U, C L):U S himadz uS P D-6 A(210n m), C L So m aS-3400
Co)u m n(C):S hiseido C A P C E LLPA K C18(250X4･6 m mi.d･)
Mobile pha s e(A):Metha n o一(flow rate てlo m)/min)
Lu min e s c e ntr e age nt(B):10pg/mlcyto chro m e c a nd2LJg/m暮)u min olin 50 m M
bo ratebuffe r(H,BOB I K C L-Na2C O3PH 10)(flow ratel･1 mVmin)
Sa mp一e s olutio n(S):1 0いJ, Re c o rder(R)
Watercirculato r(W):S CIN[C S C H2 01
■
(6)Skin
2 ' M中の S Q及び S Q O O H含量 の定量
TBA-R S量測定法と同様 に処理した Skin
2' ”
に 1 m[のリ ン酸 buffer(pH7 A)を加え ､
10ppm の プチル ヒ ドロ キ シ トル エ ン(B ‥T)を含むク ロ ロ ホルム : メタノ ー ル混液
(2:1)2 mlで 2 回抽出した｡ 脱水後､ 減圧乾固し, 100=lの 冷ク ロ ロ ホルム : メタ ノ
ー
ル混液(1:1)に再溶解させた . そ の 10りIを上述の CL-H PLC に供して測定を行 っ た o
sQ 及びs Q O OH は Stと比較して 同定及び定量を行 っ た.
-5 0-
2｢2-2 結果.
(1)UVA-H P増感 の Skin
2T ”
中の T B A-RS 量 へ の影 響
HP を l - 50いM 含む Skjn
2T ”
に U VA を 30分間照射し､ Skin2T ”中の T B A- RS の 産
生量 ヘ の 影響を検討した o H P濃度が 5pM 以 上よ り , 有意な増加が見 られ ､ 1 0uM
でほぼプラ ト ー に達した o なお U VA 非照射時 で は T B A-R S量 の 有意な増加は見られ
なかっ た(Fig. Ⅱ -2-2).
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＋ c o ntr o[
- - -㊨ - U V A3 0min
0 1 0 2 0 3 0 堵05 6 0M Pc o m c e m帥a息io m(pM)
Fig.Ⅰ - 2-2 Eずfect oずhem atoporphyrim c o m c entratio m o n12一 紙ioba rbitu ric
a cid帽 a C書ive substa nces c o nte nt
Skin
2T ”
samp-e s w e reirraiated withUV Afo r3 0min .
Data ar e m e a n士S.D. ofthree m easu rm e nts.
Signific a ntlydiffe r e ntfr o m c o ntr ol,
★ P<0.05,
' ' ★ P<0.001.
(2)Skin
2 T M中の S Q O O H含量 へ の 影響
St及び u v A未照射の サ ンプル の ク ロ マ トグラム を Fig. Ⅱ -2-3 に示すo Fig.Ⅰ -2-3 A,
Cが U V検出器 の Fi9. Ⅱ -2-3 B, D が化学発光検出器の ク ロ マ トグラム で あるが St及
びサンプルとも U V検出器で は SQ が保持時間 16-0 分に検出され ､ 化学発光検出器
ではSQOOH が 6.4分に検出された . S/N比 2で の検出限界は約0.1pm o] であ っ た ｡
そこで UVA を照射し､ SQ l m ol当 たり の SQO O Hの 含量 (ス ク ワ レン転換率) を
測定したと こ ろ ､ ∪V A非照射時で は スク ワ レン転換率 の有意な増加は見られずほぼ
コ ントロ - ル レベ ル で あ っ た o 一 方､ UVA 照射時で は照射時間及び H P濃度に 比例 し
てSQO O H含量の有意な増加が見られ 3 0分間照射時で は細胞毒性や T BA-R S量の
有意な増加が見られない ､ H P濃度1いM 以上 より濃度依存的に有意な嘩加が見られ ､
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1叫 Mで コ ン トロ
ー ル の約2･7倍 に達 した o なお6 0分照射 時で はHP非存在下 で も
含量の有意な増加が見 られた o (Fig.Ⅱ - 2-4)o
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Fig･Ⅰ ･2-3 C hro m atogram o甘a standa rd of mixtu r e ofsquale ne
m on ohydr ope roxjde(S Q O O ‖, 5･6 1pm ol)as w eH a s squ alene(S Q, 7.75
nmor)and s am ple of mixtu re ofSQO O ‖a s w eH as SQ obtajned 柑o m ,
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zK13 01 with C L･ ‖P LC
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Fig.Ⅰ -2･4 E 鵬ct of he m a紬porphyrim c o m c e ntratiom o nsqu a[e m e
m onohydrope roxide co ntent
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2T ”
sa mple s w e r eirradiated with U V A･
Data are m e an s±S.D. ofthre e measu rm ents.
Significa ntlydiffe r e ntfr o mco ntrol(n o n-irradiated witho utH P)gro up,
A
.P<0･05,
' ' *
P〈O.001.
(3)紫外線防御剤の 影響
uvA防御剤で ある SトD を表面に添加し ､ SQO OH 含量 へ の 影響を検討したと こ ろ ､
濃度依存的に SQO O H含魔の 増加が有意に抑制され , 1 mg/cm
2
以上 で コ ン ト ロ - lt,
レベルに回復した(Fig. Ⅰ -2-5).
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sa mples w ereirradiated with U V A(350-380 n m)inthe pr e s e n c e ofl OりM
HPfor30 min .
Data a re means±S.D. ofthr e e measurm e nts.
Significa ntlydiffe rentfr o m contro一(n on-irradiated witho utH P)group,
★ P<0.05
,
'''
P〈O.0 01.
Signific a ntJydiffe r e ntfr o mthe SID 0 mg/c m
2
gr o up,## p<o･o1,
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2-2･3 考察
小山ら
57) はヒ トの 額 に S Qを塗布後太陽光線を照射し､ 照射後の SQOOH含量及
びTBA･RS含量 を測定 した と こ ろ ､ 照射時 間に 比例して SQO O H含量及び TB A-R S
含量の増加が見 られ ､ ビタミ ン E やカ テ キ ンな どの 抗酸化剤の 添加 に より こ の 増加が
顕著に抑制されたと報告して い る ｡ また中山ら
58)は ヘ ア レス マ ウス の 器官培養皮膚
に〕VBを照射し ､ 組織中 の T BA-R S含量 が有意 に増加し ､ ア ス コ ル ビン酸リ ン酸エ
ステルの添加 に より ､ コ ン トロ ー ル レベ ル まで減少したと報告して い る o
本節で著者は細胞毒性及び T B A-R S含量 の 有意な増加 に先立 っ て S kin
2T M
中 の
sQO O H含量 が有意 に増加す る こ とを初めて 明 らか にした ｡ また前節の 結果 を考慮す
ると､ UV A-H P増感 に よ っ て 生 じた
1
o2 に より皮表 に 生成した S Q O O Hが自動酸化反
応によりある
一 定 レ ベ ル以上 に増大す る こ とが細胞毒性 に主 に関与 し､ 培地 中に 生じ
た
1
o2 によ っ て線維芽細胞が直接ダメ
- ジを受 ける可能性は少な い こ とが示唆された｡
しかし､ ∪∨ 照射に より コ ラ ー ゲ ン の 変性が起 こ る 59) こ とが報告されて おり ､ タ ンパ
ク変性も細胞毒性 に関与して い る もの と思われ る ｡ 更 に ∪V A防御剤の漉度依存的に
SQ O O H含量増加を有意に抑制した ことか ら､ 3 次元培養 ヒ ト皮膚モデル を用 い ､
U VA防御剤の S QOOH 含量増加抑制効果を指標とする方法も防御剤 の有用な in vI
'
tr o
評価法になる可能性も示唆された ｡
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第Ⅱ章 第三節
u V A増感 による PGE2 放出
著者は前節で ､ 3 次元培養 ヒ ト皮膚モデルを用 い ､ へ マ トポル フ ィ リ ン(H P)存在
下UVAを照射し､ 2-thioba rbitu ric a cidr e a ctiv e s ubsta nce s(TB A-R S)含量及びス ク
ワレンモノ ハイ ドロ ペ ル オキ シ ド(S Q O OH)含量 へ の 影響を検討した o そして UV A-
H P増感に よっ て 生 じた
1
o2 により皮表に 生成した S Q O OH が自動酸化反応 により あ
る 一 定レベ ル以上 に増大す る こ とが細胞毒性 に 主 に関与す る こ と を示唆した o
一 方､ R heins ら
60)は 3次元 培養 ヒ ト皮膚モデル の Skin2 T”z K130 に UV Bを照射
し､ 細胞毒性及び P G E2 ,l し1 α の 放出量 の 増加 を報告し､ 細胞毒性 に炎症反応が関
与する こと を示唆して い る ｡ 本節で は ∪V A につ い て も炎症反応 の寄与を明らか にす
るために､ H P存在下 UV Aを照射して炎症 の ケミ カル メディ エ ー タ - の P G E2 放出量
へ の影響を検討し､ 細胞毒性 と の 相関 に つ い て 検討 した ｡ 更 にそ の メカ ニ ズム につ い
て検討するために U V A防御剤及び抗酸化剤を添加し, PG E2 放出へ の影響を検討した ｡
-56-
2.3-1 実験材料 と方 法
(1)細胞
3次元培養ヒ ト皮膚モデルは前節 と同じも の を用 い た ｡
(2)試薬
uvA防御剤(St-D)は前節と同じも の を用 い た o P G E2 e n Zym eim m u n o a s s ay(EIA)
kitはオリ エ ンタル酵母社より購入した｡ NaN, と m a n nitoI(M A)は関東化学 (樵) よ
り, またそ の 他 の試薬は和光純薬 (株) より購入した o
(3)PG E2 ア ツセ イ
培地中に H Pを添 加 した Skin
2 ' Mを1 時 間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン後 に U V Aを0-
60分間(強度 0-2 5･2 +/c m
2
)照射 したo 照射終了後 H Pを除い て 3 7℃ ′5%C O2, 湿度
90%以上で 20時 間イ ンキ ュ ベ
- シ ョ ンし ､ 0,4, 2 0時 間後 に培地 を取り出した o 50
u]の培地 と50ulの ア ッ セイメディ ウム を取り ､ ウサギのIgG抗体 (ポリク
ロ ー ナル)
がコ - ティ ングさ れた 96 穴プレ - トに添加し ､ 100=Iの P G E2 の 抗体 (モ ノク ロ
-
ナル) を加えて 2-8℃ で 1 時間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン した o 次に 100=1の P GE2
co njugate を加 えて 2-8℃ で 3 時間イ ンキ ュ ベ
- シ ョ ンしたo Wa sh buffe rで 洗っ た
後､ 300ulの p- nitr o-phe n o】pho sphate(PN PP)s ubstrate を加えて 37℃ ′5%C O2 濁
度90%以上で 1 時間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ンし､ 50いlの Stop solutio nを加 えて 4 05n m
の吸光度を測定し ､ 標品 の検量線と比較して放出量を求めたo
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2･3･2 結果
(1)∪VA
一 岬 増感の PGE2放出量 へ の 影 響
skin
2 'M
に H P存在下 UVA を照射し ､ 照射時間及び H P濃度の 照射終了直後の
pGE2放出量 へ の 影響を検討したと こ ろ ､ 照射時間及び H P濃度に比例して P G E2放
出量の有意な増加が見られ ､ ∪V A照射時で は HP非添加時で も有意な増加が見られた
(Fig,Ⅰ-3-1)o また P G E2 放出量 の 経時変化を測定した と こ ろ ､ 経時的な放出量 の増加
が見られた(Fig･ Ⅱ -3-2)0
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(2)PG E2 の 放出量 へ の 抗酸化剤の 影響
抗酸化剤の 照 射終了直後及び 2 0時間イ ンキ ュ ベ - シ ョ ン後の P G E2 の 放出量 へ の
影響を測定した と こ ろ ､ NaN｡ とア ス コ ル ビン酸(V C)は照射終了直後及び 20 時間後
に(V CIO m M を除い て) ポジテ ィ ブコ ント ロ ー ル ( 抗酸化剤非添加時) に比 べ 有意
な抑制を示した ｡ これ に対 しス ー パ ー オキシ ドデイ ス ムタ - ゼ(S O D)はポジテ ィ ブ
コ ントロ - ル と同程度の値を示 し ､ M Aも照射終了直後にはポジティ ブコ ン トロ - ル
と同程度の値を示し ､ 2 0時 間後もやや低い値を示した程度で あ っ た(Fig･I - 3-3). 一
方､ ∪v A非照射時で は抗酸化剤そ の もの は P G E2 の放出量に ほとん ど影響を与えなか っ
た (デ - 夕は示 して い な い ｡ ) 0
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(3)P G E2 の 放出量 へ の 紫外線防御剤 の影響
sトD を表面に添加し ､ 照射終了直後及び20時間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン後の P G E2放
出量へ の 影響を検討したと こ ろ ､ 極めて顕著に P G E2 の 放出量 の増加が抑制され
､ 0･2
mg/cm
2
以上 で コ ン トロ - ル レベ ル に 回復したo なお St
-D そ の もの は P G E2 の 放出量
に影響を与えなか っ た(Fig.Ⅱ -3-4).
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2･3･3 考察
cohe n ら
5 5) は ヒ ト表 皮再構築 モ デル(EPISK!N)に光増感物質で あるク ロ ル プ ロ マ
ジン存在下 UVA を照射 し､ 増感 剤 の濃 度依存 的 に細胞毒性及びIL-1 α の 放 出量 の 増
加を報告して い る ｡ 本節で は U V A非照射時で は抗酸化剤添加時に P G E2 の 放出量 の
有意な増加が見られなか っ た こ とか ら､ 抗酸化剤そ の もの は炎症反応 に影響を与えな
いことが明らか とな っ た ｡ また NaN3 よりも V Cの 方が炎症反応を強く抑制する こ と
が示され た｡ S O D及 び M A添加時に炎症反応が抑制されな.か っ た こ とから , 02
‾
■
及 び
oH ･ の 関与は少な い と思 われ る ｡ SトD を添加 したと こ ろ ､ 濃 度依存的に P G E2 の 放
出量の増加が有意に抑制された o St-D に より U V Aが カ ッ トされたため と思われ る ｡
また､ S Q O O H含量抑制が見られな い ､ 0.2 mg/c m
2
で P G E2 放出量 の 有意 な抑制が見
られたこ とか ら , こ ち らの 方 が感度が高い と思われ る ｡ こ の ように細胞毒性 の 増加 に
先立っ て PG E2 の 放出量 の 有意な増加が見られ ､ St-D 及 び NaN3,V C添加時 に炎症反
応が有意 に抑制された こ とか ら､ 細胞毒性の 発現 に U VA- H P増感に よっ て 生成した
1
o2 に よ る炎症 反応 も関 与 し て い る こ とが 示 唆 さ れ た o 更 に ∪V A防御剤が顕 著 に
pGE2 の 放出量 増加 を有意に抑制した こ とから ､ 3次元培養ヒ ト皮膚 モデル を用 い ､
uvA防御剤の PG E2 放出量増加抑制効果を指標 とす る方法も防御剤 の有用なin vI
'
tr o
評価法に なる 可能性も示唆されたが0.2 mg/cm
2
以下 の 濃度で更 に検討す る必要があ
ると思わ れる ｡
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小活
3次元培養ヒ ト皮膚 モ デルを用 い ､ 光増感物質存在下 U V Aを照射し､ 細胞毒性や
過酸化月旨質含量 ､ P G巨2放出量 へ の 影響を検討した結果 ､ 以下 の こ とが明 らか とな っ
た｡
照射時間及び H P濃度 に比例 して細胞毒性､ T B A-RS含量及び S Q O O H含量 ､
pG E2 放出量 が有意に増加し , また細胞毒性及び T B A-RS 含量 の 増加 に先立 っ て
s Q O H含量及び P G E2 放出量が有意 に増加 した｡ 抗酸化剤の 影響を検討 した と こ ろ ､
v c, NaN3 は細胞毒性 , SQO OH 含量及 び PG E2 放出量の 増加を抑制したが ､ M A,
s o Dは顕著な抑制を示さなか っ た ｡ U V A防御剤を表面 に添 加し ､ 細胞毒性及び
p GE2 放出量等 ヘ の 影響を検討した と こ ろ ､ 濃度依存的 に細胞毒性及び S QOOH 含
量が有意に抑制され ､ P GE2 放出量 の 増加が顕著に抑制された｡ これ らの 結果か ら細
胞毒性の発現 に U V A-H P増感に よ っ て 生じた 1o2 に より皮表に 生成 した S Q O O Hが
自動酸化反応に より ある 一 定 レ ベ ル以上 に増大する ことが細胞毒性発現 に主に関与 し ､
また
1
o2 に よる炎症反応も関与して い る こ とが示唆された o S KIN
2' M
を用 い U V A-H P
増感による 過酸化脂質生成や細胞毒性等を指標 とす る 試験法が UVA の光毒性及び
uvA防御剤の 評価法 の 良 い 加 vI
'
tr o評価法に成り得る こ とが示唆された ｡
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第Ⅲ章
過酸化脂質そ の も の の 培養細胞 へ の
影響
164-
第Ⅲ章 第 一 節
単層培養細胞 へ の影響
過酸化脂質は老化
26,3 1)や ア トピ ー 性皮膚炎 61)､ 細胞毒性 6216 3)な どに関与 する こ と
が示唆さ れて い るが ､ 細胞毒性 へ の 影 響は これ まで膜脂質 の 過酸化剤で水溶性の 1･プ
チルハイ ドロ ペ ル オキ シ ド(I-BuO O H)を用 い て行われたも の 33･3
4)が大部分 で ､ ス ク
ワレンモ ノ ハ イ ド ロ ペ ル オキ シ ド(SQOOH)に関 して は報告 が少 なく ､ 作用機序も不
明な点が多い ｡
著者は前章で ､ 3 次元培養 ヒ ト皮膚モデル を用 い ､ へ マ トポル フ ィ リ ン(H P)存在
下UVAを照射し､ 2-thiobarbitu ric a cidre active s ubsta n c e s(TB A-R S)含量及び
S QO O H含量や P G E2 放出量 へ の 影響を検討した ｡ そして U VA-H P増感によ っ て 生 じ
た1o2 により皮表 に 生成 した S Q O O Hが自動酸化反応 に よりある 一 定 レベ ル 以上 に増
大するこ とが細胞毒性 に主 に関与 す る こ とを示唆したQ
本節で は SQO O Hそ の も の の 細胞毒性 ヘ の影響及びそ の作用機序を明らか にす るた
めに､ 皮膚の バリ ア ー 機能 を担 っ て い るケ ラチノ サイ トを用 い ､ SQ O O Hを添 加 して
細胞毒性及びサイ トカイ ン放出量 へ の 影響につ い て 検討 を行 っ た o
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3.1-1 実験材料及び方法
(1)細胞
正常ヒ ト表 皮角化細胞(NH E K(B))はク ラボ ウ (樵) より購入 した ｡
(2)試薬
SQO O Hは資生堂 (樵) 高松 翼博士 ､ 河野善行博士より譲り受けた｡ イ ンタ ー ロ
イキン(JL)-2 測定 用キ ッ トは フ ナ コ シ ( 樵)より購入 した o N HEK(B)の メディ ウム
(Hu medja-K G2)はク ラボウ (株) より ､ そ の 他 の 試薬は和光純薬 (株) より購入し
た｡
(3)細胞毒性試験
N H EK(B)5×10
3
c釧 s/w e‖ を96 穴プレ ー トに播種し､ 37℃ ,5% C O芝, 湿度 90 %以
上で 4 8時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン後, 過酸化脂質 (1% EtO H で可溶化した S Q O O H)
を加えて 2 4時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した o 細胞毒性を 3-(4,5-dim ethylthia zoト2-yf)-
2
,
5-diphe nyJtetraz o[iu m br o mide(M TT)ア ッ セイ
64)で ､ 免疫反応 の 指標で ある)L-2
の放出量を エ ンザイ ム イム ノ ア ッ セイ(EIA
65))で 測定した o
(4)M ¶ ア ッ セイ
64)
各ウエ ルに 2 mg/m(の MTTs olutio n(M ¶を培地 に溶解したもの)を 10 0いl添加 し ､
37℃, 5% C O2, 湿 度9 0%以上で 2 時間イ ンキ ュ べ - シ ョ ンした . pho sphate buffe red
s a一in e(PBS)で 2 回洗浄した後､ 2 0 ‖[の MTT e xtr a ctio n s olutio n(0.0 5 M H C暮
/is opr opa n oJ)を加 え 6 0r.p. m . で 振 とうしながら室温で 1 時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン し
てマイク ロ プレ - トリ ー ダ ー(Mode一450, BJO-R A D社製)
'
で 5 40 n m の 吸光度を測 定
し､ 下記 の 式よ り 生存率を求めた ｡
Viabjh
'
ty(%)=(Ass..- Ab5../Ac5..- Ab5..)X1 0 0
A
ss.., Ac5..お よび Ab5. .はサ ンプル ､ 末照射コ ン トロ - ルお よび ブラ ンク の 54 0n m の
吸光度を示す ｡
(5)Jし2 ア ッ セイ 65･6 6)
各ウ エ ル を Twe e n2 00･5 mI/J P BS(w ashingbuffer)で 1 回洗浄し ､ 5 0uJの 上浦 と
メディ ウム を入 れ 100いIの Ac etyJcho=n e ste ras e :[ L2 Fab･c o njugate を加 えて 4℃
で18時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した o そ の 後 w a shingbuffe rで 5 回洗浄し ､ 200りlの
EHma n)s re agentを添加 し ､ 405 n m にお ける吸光度を測定し標晶と比較して濃度を
求めた｡
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3-1-2 結果
(1)過酸化脂質の細胞毒性 へ の 影響
NH E K(B)に SQO O Hを添 加した と こ ろ ､ 濃度依存 的 に生存率の 減少が見られ ､ I C
5 0は 630LJM とな っ た(Fig. Ⅲ -1-1)o
瑠25
100
J ～
邑 7 5
”
ご巴
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J ■lー
上白
.望 5 0
>
2 5
0
★ ★
★
★ ★ ★
★ ★ ★
★ ★ ★
- - o - SQO O H
0 1 10 1 0 0 1 0 0 0
S Q O O門 c o m c e mtraモio m(pM)
Fig･ロ ー1-1 E ffe ct oずSqu a旭n e m o n ohydr oper oxide c o n c e ntratio n o n
viabiHty of N H E K(a)
N H EK(B)w e rein c ubated fo r2 4hr afte raddin9 SQOOH.
Data a re mea n s±S.D. ofthr e eto six m e a s u r m e nts.
Sjgnific a nt[ydiffer e ntfrom c o ntr o[,
'
P<0.05,
' ' P<0.01
,
★ ★ ★ P<0.001.
(2)過酸化脂質 の サイ トカイ ン放出量 へ の 影響
[L-2 放出量 の 経時変化を検討した と こ ろ ､ 過酸化脂質 の 濃度依存的にLL-2 放出量
の 有意な増加が見られ 4 時 間以降はほぼプラ ト - に達 した(Fig.Ⅲ -1-2).
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-1- 2 Effect of squ aBene m o n ohydrope roxide co n c e ntr atio n o nlL
- 2
rele a se fr o mN H E K(a)
Data a r e m ea ns±S.D. ofthreetofiv e m e a s u r m e nts.
Significantlydiffe re ntfr o m c o ntrol,
* P<0･0 5
,
★★ ★ P<0･0 01･
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3-1-3 考察
河野 ら
31)はチャ イ ニ - ズ ハ ム ス タ ー 肺 由来線維芽細胞に ジメ チル ス ル フ ォ キ シ ド
(D M SO)に溶解 した S Q O O Hを添 加 して 48 時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン し ､ L D50 は約
230 リM で あっ た と報告して い る ｡ 本研究で は NH EK(B)で はやや高い値 が得られた
が ､ 細胞の 違い 等 に よる もの と思わ れる o rL-2 は細胞性免疫 に関与す る ヘ ルパ ー Tl
サイ トカイ ンで あり ､ 細胞毒性が見られない濃度で もIL2 の放出量の 増加が見られた
こ とから ､ S Q O O H添 加 に より細胞性免疫反応 へ の 何らかの 影響の 可能性も示唆され
た｡ また N HE K(B)を用 い ､ S Q O OH に よる細胞毒性やサイトカイ ン放出量を指標 と
する方法が ヒト表皮細胞 に対す る 過酸化脂質 の 影響 を評価す る上 で有用で ある こ とも
示唆された ｡
ー6 9-
第Ⅲ章 第 二 節
3次元培養細胞 へ の影響
前節で著者らは ス ク ワ レンモ ノ ハ イ ドロ ペ ル オキ シ ド(SQO O H)に より細胞毒性が
発現す る こ と ､ 及 び細胞毒性を示 さ ない 濃度で もIL2 放出量 を増加させ る こ と を示唆
した｡ また正常ヒ ト表皮角化細胞(N H E K(B))を用 い ､ S QO O H による細胞毒性やサ
イトカイ ン放出量を指標 とす る方法が ヒト表皮細胞に対す る過酸化脂質 の 影響を評価
する上で有用 で あ る こと を示唆した ｡ 本節で は S Q O =そ の もの の 細胞毒性 へ の 影響
及びそ の作用 機序を明らか にす る ため に ､ より 生体 に 近い と され ､ S kin
2' ”や他 の 3
次元培養細胞よりサイズが小さく ､ 安価なグンゼ 3 次元培養 ヒ ト皮膚モデル
(vitrolife- skin)を用 い ､ S Q O O Hを添加して細胞毒性及びサイ トカイ ン放出量 へ の 影
響に つ い て 検討 を行 っ た o また細胞断面をへ マ トキ シリ ン - エ オ シ ン(H E)染色し ､
経時変化を観察した ｡ 更 に抗酸化剤を添加し､ そ の 影響に つ い て も検討を行 っ た o
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3-2-1 実験材料及び方法
試薬
vitrolife- skin の メディ ウム(Dulbe c c o
●
s m odified eagle m edhiu m 十5% Feta暮bo vin e
se r um)はグンゼ (樵) より､ マ ン ニ ト
ー ル(M A)は関東化学 (株) より ､ 購入 した ｡
細胞
グンゼ 3次元培養ヒ ト皮膚モデル(Vitro[ife- skin :Skin
2 T”
と同様 , 線維芽細胞 の 上 に
ケラチノ サイ トを増殖さ せ ､ 角層 を形成させ たもの ｡ ラ ンゲル ハ ンス細胞及びメ ラノ
サイ トは存在 しな い ｡ モ デルは直径 8 m m の 円形 で , 直径 1 0m m の 正 方形 の S kin
2 'M
より小さ い . )はグンゼ (樵) より購入 した o Vitr o[ife - skin の 分化状態 は Fig･ Ⅲ -2-3
参照 ｡
細胞毒性試験
vitr olife - skin を 1 時 間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン後 ､ 過酸化脂質 (1% EtO H で可溶
化した S Q O O H)を表面 に加 えて 2 4時間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン した o または1 時 間プ
レイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン後 ､ 抗酸化剤を培地中に添加 し ､ 2時 間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン後 ､
スク ワ レ ン(S Q)で 希釈した S Q O O Hを表面 に加 えて 2 4時 間イ ンキ エ ペ
- シ ョ ンし
た. 細胞毒性を3･(4,51dim ethylthia z oト2-yl)-2,5-diphe nyltetrazoliu m bro mide(M TT)
ァ ッ セイ
67･68)及びIa ctate dehydroge n a s e(LD H)ア ッ セイ
69)
で ､ I L2 放出量を エ ン
ザイ ムイ ム ノア ツ セイ(EIA)で ､ 細胞膜脂質 の 過酸化物で あ る フ ォ ス フ ァ チ ジル コ リ
ンハイ ドロ ペ ル オキシ ド(PC O O H), フ ォ ス フ ァ チ ジル エ タノ
ー ルア ミ ンハイ ドロ ペ ル
オキ シ ド(P E O O H)含量を CしH P LC法
35,3 7)で測定 した o
M Trア ッ セイ
各 ウエ ル に2 mg/mlの M¶ s olutio n(M ¶ を培地 に溶解したもの)を 1m 憾 加 し､
37℃ , 5 % C O2, 湿度 90 %以上 で 3 時間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン したo リ ン 酸 buffe r(pH
7,4)(PBS)で 2 回洗浄 し､
一 定面積の 細胞をポ ンチでく り抜 い た後 2 ml のM TT
e xtra ction solutio n(0.05 MHCI/is opr opan oI)と40い1の 1% Sodiu m dode cyls ulfate
(SDS)を加 え ､ 以降は前節 と同じ方法で 測定 した o
LDH ア ッ セイ
各 ウ エ ル に 5 0いlの 上 浦 と発色試薬 (ニ トロ ブル
ー テ トラゾリウム 0･7 4mg/mI,ジ ア
ホラ ー ゼ､ NAD/D L-乳酸リチウム緩衝液 5 0mg/m]) を添加 し ､ 室温で 45 分間インキ ュ
べ - シ ョ ン したo その 後反応停止液(0.5 N H Cl)を 1 0 リI添加 し､ 570 n m にお ける
吸光度を測定した ｡
1し2 ア ツ セイ
前節 と同様の方法で行 っ た ｡ 各ウ エ ルを Tw e e n200･5 mVP B S(w a shingbuffer)で
1 回洗浄し､ 50Hl の上清 とメディ ウム を入れ ､ 100ulの AcetyJcholine ste r a s e:[L 2
fab
.
c onjugate を加 えて 4 ℃ で18時間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン したo そ の後 wa shing
buffer で 5 回洗浄 し ､ 200pIの ,Ellm an
'
s r e age nt･を添加 し ､ 405nm にお ける吸光度
_を測定･し標品 と比較して濃度を求めた ｡
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PC O OH, P EO OH 含量 の 定 量
Vitr o=fe- skin に 1 mfの P BS と 2 mlの 冷ク ロ ロ ホル ム:2- プ ロ ^o/ - ル(1:1, v/v, 1 0
ppm の bu叫hydr o xytolu e n e含有) を加え ､ これを遠心して得 たク ロ ロ ホル ム 層 を集
めたo 同様 に もう 一 度操作 し ､ 集め たク ロ ロ ホル ム層 を ロ ー タリ ー エ バ ボ レ ー 夕 - で
濃縮乾固した o これ に 100りlの ク ロ ロ ホルム:メタノ ー ル(1:1, v/v, 内標 として 10 0ug
/mIの ^
o
ラ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル を含む) を加え ､ こ の 10= ほ CL-H PL Cで 定量 した .
-7 2-
3-2-2 結果
S O O O Hの 細胞毒性やサイ トカイ ン放出量 へ の 影響
N H E K(B)より生体 に近 い と思 われ る Vitro[ife - skin に 0-100m M の S Q O O Hを添加
したと こ ろ ､ 濃度依存的に生存率の減少が見られた(Fig.Ⅲ -2-1).
1 5 0
貫l o e
ヽ 一′
>l
ご巳
h d
I ■■■l
a
相
S
5 0
0
★ ★ ★
- - o - ViabiFty(%)
0 5 0 1 0 0
SQO O Hc o m c e ntratio m(m MI
Fig.Ⅲ -2･1 Effect of squ aJe ne m onohydr ope r o xide con ce ntr atio rl O m
viabHity of Vitr oHfe - Skin
Data are m e a n s±S.D. ofthr e e m e a s u r m e nts.
Signific antlydiffe r e ntfro m c o ntrol,
' P<0.05
,
' '' P<0･0 01I
2 4時間後 に細胞毒性が 50%未満とな る S Q O O H100 m M 添加時 の細胞毒性の経時変
化を検討したと ころ ､ 4 時 間後より細胞毒性の 増加が見られ ､ 8時間後に ほぼプラ ト ー
に達した(Fig. Ⅲ -2-2)o
- 73-
1 .0
0.S
a 0,6
ド-
L )
a
O o.4
A
0-2
0.0
★ ★ ★
★ ★ ★
★ ★ ★
- - - -◎ - SQOOH 1 00m M/1 % EtO H
0 4 8 1 2 16 2 0 2 4 2 8 すn c ubatjon tim e(hr)
Fjg･Ⅲ ･2･2 E ffe ct oずsquaJe n e m o n ohydr ope r oxide c o nc entration o n
】a ctate dehydroge n as e rele a se of Vitr oJife･ skin
Data a rem e a n s±S･D. ofthre etofpu r m eas u r m ents.
Signific a ntlydifferentfrom c o ntrol(in c ubatio ntim e0 hr),
★ ★ ★
P<0.00 1.
更 に細胞断面 を H E染色 したと こ ろ ､ 2 時間後 に角層 に変化が見られ､ 4 時間後 に表
皮の細胞が丸く小さくなり ､ 8, 2 4時間後には真皮細胞にも同様の変化が見られた
(Fig. Ⅲ - 2
1
-3)o
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Fig/Ⅲ-2-3Effe ctof S Q O O Ho nVitr olife- skin
Vitr olife- skin w a sin c ubated fo rOhr(a), l hr(b),2 hr(c),4 hr(d),8 hr(e)o r2 4hr(f)
withloom M S Q O O Ha nd stain ed with ha e m ato xy[in a nd e o sin. X200.
V: s w ellingthe stratu m c o r n e u m(Fig.61 C),i: shrinking a nd c u rling ofthe c ellsin
epidermis(Fig.61d),▼ shrinking, c u rling a nd v a c u aliz atio n ofthe c elLsinde r mis
(Fig.61 e and f).
2 4時間後 の IL-2 放 出量 を検討 した と こ ろ , 過酸化 脂質 の 濃度依存 的 に ルー2 放出量 の
有意 な増加が見 られ た(Fig. Ⅲ -2-4)｡
- 75-
2 0
1 5
貫
ロI
a.
ヽ 一 1ノ
■
4)
∽
(q
¢
L -
4)
A_
( 叫
l
+
-
1 0
5
0
★★ ★
★ ★ ★
～ lL-2 2 4 hr
0 5 0 1 0 0
S Q O OH c o n c e ntr atio n(m M)
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Data are m e a n s±S.D. ofthr e em e a s u r m e nts.
Signific a ntlydifferentfrom c o ntr ol(o nly
'
m ediu m co ntainingl % EtOH wa s ap pliedto
Vjtrolife -skin),
'
P<0.05
,
' ' ' P<0.0 0 1.
SQOOH の細胞毒性やサイトカイ ン放出量及び P C O H, PE O O H含量 に対する抗酸化
剤の 影響
SQO OH の 細胞毒性 へ の 自動酸化反応の関与を明らか にするために Vitr oJJ
･
fe- skin を
用 い て各種抗酸化剤 の影響を検討したと ころ､ ラ ジカルス カ ベ ンジャ - の MA 及 び
(＋)-カ テキ ン(C A T C)､ 還 元剤で もある アス コ ル ピン酸(V C)添加時は 24 時間後の細
胞毒性の有意な抑制が見られた(Fi9. Ⅲ- 2-5)0
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Fig.Ⅲ ･2-5 Effe cts oずanti- oxidants o n squ alene m o n ohydrppe r o xide
induc ed cytotox J
'
city agaJ nSt Vitrolife･ Skin
●
Vitr o=fe･ skin w asin cubated fo r2hrbefore adding SQO O Ha ndthe nin c ubated fo r
24hr a什er ad ding S Q O O H.
Data a re m e a n s±S.D. ofthr e etofiv e m e a s u r m e nts.
Signific a ntJydiffe r entfr o mthe S Q O O H100m Mgr o up,
'' ' P<0.00l.
Significa ntlydiffe r e ntfr o m n egativ e c o ntr ol, # # #P<0.0 01.
n egativ e c ontr o]=Tis s u es which we r eapp一ied o nlyS Q.
C AT C=(＋)- c atechin, M A= m a nitol, V C= as co rbic a cid.
J L 2放出量 へ の影響を検討した と ころ ､ CA T C, V C, M A添加時にIL-2放出量の 有意な
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抑制が見 られた(Fig/Ⅲ -2-6)｡ なお ､ 抗酸化剤そ の もの の 影響 に つ い て 検討 した と こ
ろ､ CATC, V C, M Aそ の もの は今 回用 い た濃度 (それぞれ 3.4uM,1 m M,10 m M)で 生
存率及び ル2 放出量 に有意な影響を与えなか っ た (デ ー タは示 して い な い o ) o
口 fL-224hr
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Fig･Ⅲ ･2-6 Effects of a nti- oxidants o n squ alene m o nohydr ope roxide -
induced JL-2 r eJea s efr om VitroHfe- Skin
Vitrolife ･skin wad in c ubatedfo r2hrbefo re adding SQO O Handthe nin c ubated fo r
24 hr after adding S Q O O H.
Data ar e m e a n s±S.D. ofthr e e m e a s u r m e nts.
Signific antlydiffere ntfr o mthe SQO O HloomMgroup,
' P<0.05,
'' '
P<0.001.
Sjgnificantlydiffer e ntfr o m n egativ e c ontrol, ## P<0.Ol,
CATC=(＋)- c atechin, M A= m a n nitol, VC= a s c o rbic a cid, n.d. = n otdetected.
SQO OH の 自動酸化反応によ っ て 生成する細胞膜脂質の酸化 の細胞毒性 へ の 関与を明
らかにする ため に Vitrolife- skin に10d m M の S Q O O H存在下 C A T Cを添加し､ 24 時
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間後の P C O O H, PE OO H含量 へ の 影響を検討したと こ ろ ､ SQO OH 添加 時に
PCO O H含量が有意 に増加 したが ､ C A T C添加 時で は こ の 増加が顕著に抑制され ､ コ
ントロ ー ル と 同程度 にな っ た(Fig･ Ⅲ -2-7)0 P E O H含量 は検出限界以下だ っ たo
□ p c o o Hco nte nt
訂 7 0 0
L`
T6 6 0 0
≡
㌔
d
o 5 0 0
≡
≡
ニ 4 0 0
⊂
4)
盲 3 0 0
O
2 2 0 0
～
≡
8 1 0 0
U
亡L
O
★ ★
##
c o ntr ol S Q O O H I O Om M SQO OH＋C A T C 3.4 pM
Fig.Ⅲ ･2-7 Effe ct ofsqu a-e n e m o n ohydrope r o xjde o n
pho sphatidyJcho(ine hydrope r o xide c ontentin Vitrolife ･ Skin
Vitro‖fe- skin wasincubated fo r2 4hra允e r adding SQO OH.
Data a rem e ans±S. D. ofthr e e m e a s u r m e nts.
Signific antly differentfro m control(tissu e s witho utS Q O Oり),
'★ P<0･01･
Significantly differe ntfrom the SQO O H100m Mgro up, ##P<0.01.
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3-2-3 考察 L
Vitro(ife - skin の JC 5 0は NH E K(B)の 約 100 倍と抵抗性を示した. Vitr o‖fe - skin には
角層がある ため ､ 角層 の バリ ヤ ー 機能に よるも の と思われ る｡ 細胞毒性 が見 られ ない
濃度で もJL2 の 放出量 の増加が見られた こ とから ､ S Q O O H添加 に よりサイ トカイ ン
放出 へ の影 響も示唆さ れた o SQOOH に よ る)L-2放 出量 の 増加 にホス ホリ パ ー ゼ A 2
の 活性化が関与して い る こ と も考えられ る ｡
河野 らは
61)ヒ ト皮膚再構築モデル の LJ
･
ving skin equiv a[eht .(L S E
TM
)に S Q O O Hを
添加し､ 4 時間後で は細 胞毒性 が見 られなか っ たが ､ 2 4時間後 で は顕著 な細胞毒性が
見られた こ とか ら､ SQO O Hの 透過 により細胞毒性が発現 した の で はなく , S Q O O H
由来の ラ ジカ ルが自動酸化反応により伝播して い き皮膚細胞に障害を与えたと推定し
て い る o 本研究で も 4時間後より Vitro=fe - skin の 表皮細胞に細胞毒性が現れ始め ､ 8
時間後より真皮細胞 に も細胞毒性が発現した ｡ また ラ ジカルス カ ベ ン ジャ ー の C A T C
や M A及び V C添加時 に細胞毒性 の有意な抑制が見 られ , SQOOH 添 加 により有意 に
増加した P C O O H含量が C A T C添加 により抑制された ｡ 以上 の 知見から添加された
S Q O O Hが Vitr olife - skjn の 細胞膜脂質を過酸化し､ 自動酸化反応 に より伝播して 4 時
間後より細胞毒性を発現する こ とが示唆された｡
今回用 い た VitroJJ
'
fe - skin は Skin2 T ”や他 の 3 次元培養ヒ ト皮膚モデルよ りもサイ ズ
が小さく ､ 安価で ある こ とか ら､ 過 酸化脂質の影響を評価する上 で より有用 で はない
かと思われ る o 一 方 ､ N H E K(B)は更 に安価で使い やす い反 面､ 角層が ない ため に過
酸化脂質 の 影響を評価す る上 で 生体に 比 べ て感度が高くな っ て しまう とい う欠点が あ
る ことが示唆されたため ､ これ らを考慮 した上で評価法として 用 い る こ とが必要 と思
われ る o 以上 の こ とか らヒ ト表皮角化細胞やグンゼ 3次元培養ヒ ト皮膚モデルを用い ､
S Q O O H添加による細胞毒性やサイ トカイ ン放出量を指標 とする評価法が こ れ らの細
胞に対する過酸化脂質 の影響を評価する上 で有用 で ある こ とが示唆された ｡
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小括
細胞毒性 へ の 関与が 明らか にな っ た SQO O Hそ の もの の 生体影響及びそ の in v]･tr o
評価法に つ い て検討する ため に N H E K(B)､ Vitrolife- S kin に SQOOH を添加し ､ 細胞
毒性やサイ トカイ ン放出量 ､ 細胞膜中の 過酸化脂質含量 ､ 細胞の 形態 学的変化等を指
標と して検討 した o また各種抗酸化剤の 影響を検討した ｡ その結果 ､ 濃度依存的に生
存率の減少やJL2 の放出､ 細胞膜脂質の 過酸化､ 細胞 の 形 態学的変化が見られ ､ また
細胞毒性 の増加 に先立 っ てIL･2 の 放 出 ､ 細胞膜脂質の 過酸化 ､ 細胞 の 形態学的変化が
見られた ｡
これ より U V照射 に よ っ て表皮 に 生 じた SQO O Hが自動酸化反応 に よ っ て増 大し て
PC O O Hな どめ細胞膜脂質を過酸化し ､ 細胞 の 形態学的変化を引き起 こ し､ それらの
傷害が真皮の 線維芽細胞 に達して細胞毒性を引き起 こ した こ とが示唆された ｡ また細
胞毒性を引き起 こさ な い 濃度で も S Q O O H によりサイ トカイ ン放出量 の増大が起 こ る
ことが示唆された ｡ また ヒ ト表皮角化細胞やグンゼ 3 次元培養ヒ ト皮膚モデル を用 い ､
SQO O H添加 によ る細胞毒性やサイ トカイ ン放出量を指標とする評価法が これ らの細
胞に対す る過酸化脂質 の 影響を評価する上 で有用 で ある こ とも示唆された｡
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■総合考察
紫外線の 生体影響に 関 して はこ れ まで様 々 な報告がなされ ､ 最近 で は免疫反応 へ の
影響に つ い て注目され て い る が ､ 特 に ∪V A に関 して は報告が少なく ､ 不 明 の 点が多
か っ た｡
著者らは ∪VA 及 び U V Bの 生体影響及びそ の メ カニ ズム を明 らか に し ､ そ れに基づ
いて 生体影響 の in v/
'
tro評価法 につ い て検討 した o そ の た めにまず ､ 生体膜脂質 の フ ォ
ス フ ァ チ ジル コ リ ンハ イ ドロ ペ ルオキ シ ド(PC O O H)及び フ ォ ス フ ァ チ ジ ル エ タノ -
ル アミ ン ハ イ ドロ ペ ル オキ シ ド(P E O O H)に着目し､ 生体膜モデルと して用 い られ る
ウサギ赤血球を用 い ､ 光増感物質存在下∪V Aを照射し ､ 溶血率や P C O O H, P EO O H
含量等を指標 と して ∪V B照射時 との 比較を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ U V A照射時の溶血 の
機序 として ∪∨ 照射 に よる m ajo rType Ⅱ反応 により生成 した 1o2 が膜脂質 を過酸化
し､ それが自動酸化反応に よ っ て 増大し､ P E OH 及び P C O O H含量がある 一 定 レベ
ル に達して溶血を引き起 こ した こ とを示唆した ｡ これ より ∪V Aの 生体影 響 に へ マ
トポル フ ィ リ ン(H P) 増感に より生 じた 1o2 に より生 じた膜脂質の 過酸化が関与して
い る こと を示唆した o 一 方､ UVB の 生体影響には U Vそ の もの の エ ネ ル ギ ー も 関 与
してお り ､ 自動酸化反応の 関与 は少なく ､ UVA とは異なる機序によ る可能性を示唆
した｡
次に ､ 捌旨質の過酸化 の機序につ い て 更 に明らかにするため, 皮脂腺より分泌され ､
ヒト表皮の酸化の第 一 の タ ー ゲッ トとされ る スク ワレン(SQ)の 過酸化物 の スク ワ レ
ンモ ノハ イ ドロ ペ ル オキシ ド(S Q O O H)に着目した｡ そ して より生体に近 い 3 次元培
養ヒ ト皮膚モデル(S KIN
2' M
)を用 い ､ HP 存 在下 ∪V Aを照射し ､ 細胞毒性や SQOOH
含量 ､ PG E2 放出量等 を指標と して 生体影響 の 評価を行 っ た ｡
更 に S Q O O Hそ の も の の 生体影響を細胞毒性やサイ トカイ ン放出量 ､ 細胞膜中の 過
酸化脂質含量 ､ 細胞 の 形態学的変化等を指標 として検討した｡ そ の 結果 ､ 細胞毒性の
発現に ∪VA-H P増感 に よ っ て 生 じた 1o2 により皮表に生成した S Q O O Hが自動酸化
反応 に より PC O O Hな どの 細月割莫脂質を過酸化して細胞の形態学的変化を引き起 こ し､
それ らの 傷害が真皮 の線維芽細胞に達して細胞毒性を引き起こした こ と を示唆した ｡
また細胞毒性を引き起 こさ な い 濃度で もサイ トカイ ン放出量を増大させ る こ と ､ 及び
S K]N
2T” を用 い U VA-H P増感 によ る過酸化脂質生成や細胞毒性等を指標 とす る試験法
が U VA の 光毒性及び U V A防御剤 の評価法 の良い 加 vitro モデル に成り得る こ とを示
唆した ｡ 更に ヒ ト表皮角化細胞やグンゼ 3次元培養 ヒ ト皮膚モデルを用 い ､ SQO O H
添加によ る細胞毒性やサイ トカイ ン放出量を指榛 とする評価法が ヒ ト表皮角化細胞や
グンゼ 3次元培養 ヒト皮膚モデルに対する過酸化脂質の 影響を評価する上 で有用 で あ
る こ とも示唆した ｡ ,
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蘇土 誌ロ ロlコ
1)UVA の 生体影響 に H P増感に より生 じた 1o2 により生成 した SQ O O Hが 関与 して
い る こ とを示唆したo そ して こ の SQO O Hが細胞膜脂質 を過酸化し､ 細胞膜 の 形態学
的変化を引き起 こ して細胞 毒性を発現す る こ と及 び細胞毒性 を 引き起 こ さな い 濃度 で
もサイ トカイ ン放出量を増大させ る こと を示唆した ｡
2)∪V Bの 生体影響 には ∪∨ そ の も の の エネルギ ー も関与 して おり ､ 自動酸化反応 の
関与 は少なく ､ ∪V Aとは異なる機序に よる可能性を示唆した ｡
3)S KfN
2' ”や ウサギ赤血球を用 い U VA-H P増感 に よる過酸化脂質生成や細胞毒性等を
指標とする試験 法が U Vの 光毒性及び U V防御剤の 良 い in v/
･
tro 評価法 に成り得 る こ と
を示唆した ｡
4)ヒ ト表皮角化細胞やグンゼ 3次元培養 ヒ ト皮膚モデル を用 い ､ SQO O H添加 による
細胞毒性やサイトカイ ン放出量を指標とす る評価法が こ れらの 細胞に対す る過酸化脂
質 の 影響を評価する上 で有用で ある こ とも示唆した｡
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